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INFORMATIONS CONCERNANT LA C.LL.B. 


COMPTE RENDU DE LA SESSION DU BUREAU EXECUTIF 
DE LA C.I.L.B. 
(Paris, 20-21 octobre 1958) 


Les membres du Bureau exécutif de la C.I.L.B. élus par l’Assem- 
blée générale de février 1958 4 Paris se sont réunis en session ordinaire 
pour examiner les résultats des missions importantes confiées 4 certains 
d’entre eux dans les relations internationales et pour préparer les 
programmes de travail et établir le budget de l’année 1959 conformé- 
ment a larticle 11 des statuts. 

Pour cette session, le Bureau exécutif était accueilli dans les 
locaux de l'Institut national de la Recherche agronomique a Paris. 


1. Le Président d’honneur de la C.1.L.B., le professeur P. Vays- 
sIkRE, rendant compte de l’Assemblée générale de 1’U.1.S.B. & Londres, 
12-14 juillet 1958, fit part au Bureau de la décision prise par cette 
Assemblée en faveur de l’organisation d’un colloque sur la « Taxonomie 
des Insectes entomophages » en 1960. Le Bureau exécutif décida den 
confier le patronage au Dt Forster, de la division entomologique de 
VEtat bavarois A Munich, huit jours avant le Congres international 
d’Entomologie de Vienne. 
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Cette importante décision a eu pour conséquence de limiter la 
prochaine réunion du Centre d’identification de Geneve a une seance 
de travail consacrée 4 la préparation de ce colloque. 


2. Avant de procéder a l’examen des résultats des missions inter- 
nationales, le Bureau exécutif précise les principes qui doivent guider 
la C.I.L.B. a la fois dans le fonctionnement des Centres et Groupes de 
travail et aussi dans l’élargissement de la coopération internationale. 
Une meilleure centralisation des informations, de la documentation 
et des échanges est également préconisée. 

Dans le domaine des relations Est-Ouest, des résolutions favo- 
rables a la constitution d’un Comité de Liaison sont adoptées; MM. Grr- 
son, Franz et SCHNEIDER sont désignés pour y représenter la C.1.L.B. 

Les relations de travail entre le Commonwealth Institute of 
Biological Control (C.I.B.C.) et la C.I.L.B. ont été évoquées par le 
Dt Siumonps et MM. Franz et Bovey a Prague en aout 1958 au cours 
de la premiere conférence internationale de Lutte biologique. Elles 
seront précisées prochainement dans un sens encourageant. 

La coordination des activités de la C.I.L.B. avec celles de la F.A.O. 
et de ’0.E.P.P. a fait Pobjet de rapports favorables. 


3. Le Bureau exécutif a accordé toujours sa confiance et renou- 
velé ses compliments au Dt REMAUDIERE pour la publication d’Entomo- 
phaga. La rubrique consacrée a |’« Activité de la C.I.L.B. » doit étre 
rendue plus dynamique grace 4 la collaboration des responsables de 
tous les groupes de travail. 


4. Des informations sont données sur les prochaines réunions 
des groupes de travail et les résolutions parvenues au Secrétariat 
général, a la suite des précédentes réunions, sont discutées puis approu- 
vées. En particulier le rapport demandé au Dt Tapté sur la question de 
Pintroduction de parasites américains pour la lutte biologique contre 
Hyphantria cunea est adopté en vue de sa transmission pour étude aux 
divers gouvernements intéressés. 


5. Le rapport et les propositions budgétaires du Trésorier sont 
approuvés; des démarches doivent étre effectuées pour recueillir les 
fonds de concours ou subventions nécessaires au développement pro- 
fitable des études et réalisations des différents Groupes de travail. 


PG. 


— ws. CUCU 


ACTIVITE DES GROUPES DE TRAVAIL 


or 


ACTIVITE DES GROUPES DE TRAVAIL DE LA C.LLB. 


Groupe de travail « Pou de San José » 


(quatrieme réunion tenue a Nyon, Suisse, les 30 septembre 
et 1° octobre 1958) 


La réunion du Groupe a été caractérisée par la présentation et la 
discussion de rapports relatifs soit & des prospections, soit a la poten- 
tialité de diverses souches de Prospaltella perniciost Tow., soit aux 
études écologiques poursuivies sur les divers parasites du Pou de 
San José et au role susceptible d’étre joué par Aphytis lignanensis. 

Les résolutions prises par le Groupe de travail font état des divers 
aspects de ces problemes en particulier : 


1. Apres avoir enregistré les résultats des prospections de 
M. NEvurFFER et du D? ScHMUTTERER en Italie du Nord concernant 
Prospaltella fasciata MALEN et la faune parasitaire des Diaspines et 
plus particulierement de Q. perniciosus comst., il souhaite une trés 
large association des spécialistes italiens a l’étude de ces problemes 
et demande l|’étude approfondie du statut des especes du genre Pros- 
paltella; 

2. Il propose de poursuivre l’inventaire de la faune parasitaire 
des Diaspines dans le Bassin méditerranéen et de prendre en considé- 
ration leur réle écologique, a la fois par des prospections et par l’expé- 
rimentation notamment en ce qui concerne Prospaltella fasciata et 
les Aphytis; 

3. Il demande d’accentuer les recherches écologiques sur les 
formes de Prospaltella perniciosi issues des U.S.A., @U.R.S.S. et de 
Chine en fonction des conditions écologiques tres différentes dans 
lesquelles elles sont étudiées en Allemagne, en France, en Suisse et 
en Yougoslavie. 


Le compte rendu polycopié N° 58-5 peut-étre demandé aw Secrétariat 
général de la CI.L.B. 


6 Corl eee. 


Groupe de travail « Earias » 


(Premiere réunion tenue a Valencia, Espagne, 


du 26 au 28 novembre 1958) 


Le Groupe de travail chargé par la C.I.L.B. de rechercher les 
méthodes de lutte biologique susceptibles d’étre opposées avec succes, 
& la contamination des cultures cotonnieres par le « Ver épineux » 
(Earias), s’est réuni du 26 au 28 novembre 1958 a la Station de phyto- 
pathologie agricole de Burjasot pres de Valencia (Espagne). Il groupait 
les représentants de six pays : Espagne, France, Portugal, Maroc, 
Israél et Turquie et de plusieurs Institutions cotonnieres. 

Apres avoir constaté les insuffisances actuelles de la lutte chimique, 
il reeommande notamment : 

— de dresser l’inventaire des parasites et prédateurs d’Karias 
dans le Bassin méditerranéen et d’étudier les répercussions de la lutte 
chimique contre cette faune utile; 

— d’orienter les recherches vers l’utilisation éventuelle des micro- 
organismes pathogenes; 

— d’étendre l’activité du groupe a l’étude de la lutte biologique 
contre le « Ver rose » (Platyedra gossypiella) ; 


— de réunir une documentation aussi compléte que possible sur 
la biologie et la parasitologie de ces ravageurs. 


Le compte rendu polycopié N° 58-6 peut-étre demandé au Secrétariat 
général de la CU.L.B. 


MEMOIRES ORIGINAUX 


CONTRIBUTION A L’ETUDE BIOLOGIQUE 
D’ OPIUS CONCOLOR szept. (HYM. BRACONIDAE) 
EN ELEVAGE DE LABORATOIRE 


PAR 


EK. Bruiotrti et P. DELANOUE 


En 1910, Marcuat obtint, de pupes de Dacus oleae récoltées en 
Tunisie, un Braconide qui fut décrit comme espéce nouvelle par SzE- 
PLIGETI sous le nom d’Opius concolor. 

Dés sa découverte, cet auxiliaire suscita de grands espoirs et son 
introduction ainsi que son acclimatation en vue de la lutte biologique 
contre la Mouche de Volive, firent l’objet de plusieurs tentatives 
notamment en France (PourTiers, 1921-1923; BaLacnowsky, 1931), 
en Italie (SILVEsTRI, 1928), en Espagne (NONELL-Comas, 1926) et en 
Palestine (BODENHEIMER, 1925). Il ne semble pas que ces différents 
essais alent été couronnés de succes. 

Par ailleurs, O. concolor fut retrouvé dans un certain nombre de 
localités d’Afrique du Nord, en Algérie (DELAssus, 1924), au Maroc 
(1923), mais surtout comme parasite d’autres especes de Trypétides. 
Le plus important de ces foyers est sans doute celui constitué par la 
forét d’Arganiers du Sous marocain ot O, concolor se développe en 
parasite de Ceratitis capitata WIED. (FERON, 1952). 

L’un de nous a également obtenu ce Braconide en Tunisie de 
Capparimyia savastanii MARTELLI. Un dernier hdte connu, signalé 
par SILVESTRI (1916), est constitué par Carpomyia incompleta BECKER 
qui attaque les fruits de Zizyphus sativa. 

L’existence de ces différents hétes ainsi que les variations mor- 
phologiques observées chez les adultes, posaient important probleme 
de lVidentité spécifique des Opius de différentes provenances. 

Un récent travail de FiscHer en 1958 a conclu dans le sens d’une 
espece unique mais le probleme ne pouvait étre éclairci que par une 
expérimentation biologique et par des élevages contrdlés sur les diffé- 


rents hétes. 
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Une telle expérimentation nécessitait la mise au point dun éle- 
vage permanent au laboratoire dont Putilité avait déja été soulignée a 
plusieurs reprises, notamment par SACANTANIS (1957), qui avait lui- 
méme réalisé de premiers essais. 

Au cours d’un voyage au Maroc effectué au mois de juillet 1958, 
M. Féron, responsable du groupe de travail Dacus-Ceratitis de la 
C.LL.B., a récolté un grand nombre de pupes de Ceratitis dans la forét 
d’Arganiers et a fait parvenir 4 la Station d’Antibes, la majeure partie 
des Opius concolor qui en sont éclos. 

Grace A l’existence d’un élevage permanent massif, d’un type 
voisin de celui qui a été décrit récemment par FERoN, DELANOUE 
& Sorra (1958), nous avons été en mesure de tenter l’élevage au labo- 
ratoire d’O. concolor sur C. capitata. 

Au cours de nos premiers essais, nous avons rencontré quelques 
difficultés pour obtenir l’accouplement des parasites. Nous avons 
placé un grand nombre d’adultes des deux sexes dans des cages dont 
une partie des parois était constituée par du verre et autre par un 
erillage fin; celles-ci étaient déposées a l’extérieur dans un emplacement 
ensoleillé et partiellement ombré au-dessus d’un bac rempli d’eau 
assurant une hygrométrie suffisante. 

Dans ces conditions, l’activité des Insectes s’accroissait rapide- 
ment et on observait des tentatives de copulation extrémement breves 
en général. Des dissections nous ont permis de constater que ces 
contacts tres rapides suffisaient & assurer une fécondation effective. 
Depuis, l’élevage a lieu entierement au laboratoire avec seulement un 
éclairage d’appoint fourni par des tubes luminescents. 

Nous avons obtenu la ponte en cage aA l’aide de dispositifs divers; 
les premiers étaient de petits cylindres de toile métallique du diamétre 
d’un crayon, intérieurement remplis de larves au troisiéme stade de 
Ceratitis. Le modéle actuellement en usage se compose d’un manchon 
de toile de nylon disposé autour d’un eylindre en matiére plastique. 

Les larves de C. capitata sont placées entre le cylindre et le man- 
chon et l’espace dont elles disposent leur permet une certaine activité 
tout en les maintenant accessibles aux femelles du parasite qui pondent 
entre les mailles de la toile de nylon. 

Les manchons sont vidés périodiquement (plusieurs fois par jour); 
les pupes des différents lots sont placées & l’étuve dans des boites en 
matiére plastique (température 25 °C, hygrométrie 80 %), ot leur 
évolution est suivie. Cette technique nous a permis de conserver un 
élevage permanent de l’auxiliaire et de réaliser un certain nombre 
d’observations biologiques que nous résumerons ci-dessous. 


1° Cycle biologique d’Opius concolor SZEPLIGETI 


Nous rappelons que tous les résultats qui vont suivre ont été 
obtenus en utilisant comme hédte C. capitata et que V’élevage s’est 
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L’ceuf et la larve du premier stade d’Opius concolor szmPt. 


Fic. 1. — Cuf d’Opius concolor. 
Fic. 2. — Céuf en cours d’évolution (détail de la séreuse). 


Fie. 3. — Larve du premier stade : 
8a : a Véclosion (Md : mandibules); 
36 : en fin d’évolution; 
8c : détail de l’ornementation tégumentaire des segments médians. 
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5 -\ , ‘ SOR ‘ 9: : 
déroulé au laboratoire A une température de 24 a 25 °C. D’importantes 
variations ont été observées dans la durée des différents stades. 


a) Imagos : 

Les males paraissent capables de s’accoupler des leur éclosion. 
Les femelles présentent des ovaires du type « méroistique-polytro- 
phique » fréquent chez les Braconides, comportant deux longues ova- 
rioles pour chaque ovaire. 

Les glandes & venin sont bien développées mais la piqure ne 
donne pas lieu A une paralysie de ’hote. Les larves parasitées forment 
leur puparium a peu prés dans les mémes délais que les larves non 
attaquées. 

Des la sortie de la pupe de Ceratitis, la partie inférieure des gaines 
contient plusieurs ceufs & un stade avancé de Vovogéneése mais la 
ponte ne nous a paru possible qu’apres un délai de 4 4 5 jours. 

Dans les conditions de l’élevage, la longévité des adultes ne dépasse 
pas 15 a 20 jours. 

b) Guf et développement larvaire : 

Des qu’il a été déposé dans la cavité générale de VPhote lceuf 
d’Opius concolor subit une augmentation de volume qui marque le 
début du développement embryonnaire. 


Quatre a cing heures apres la ponte, on observe un renflement 
dans la partie médiane et il est facile de suivre l’évolution de ’embryon 
& travers le chorion qui est tres fin et transparent. Au bout de 24 heures, 
la larve recourbée aux deux extrémités est nettement visible, a ce 
stade le chorion se fend transversalement dans sa partie médiane et la 
larve se trouve libérée. (Notons que la durée du développement 
embryonnaire et la plus ou moins grande persistance du chorion 
varient selon que l’ceuf a été pondu dans une larve de Ceratitis ou de 
Dacus.) 


La larve du premier stade présente une capsule céphalique large 
et chitineuse munie dune trés forte paire de mandibules, une paire 
d’appendices thoraciques indifférenciés, et un systéme trachéen clos. 


— La mue du premier au deuxiéme stade se produit en moyenne 
au bout de 1 4 2 jours, la larve du second stade est sacciforme dépour- 
vue de mandibules et de systéme trachéen, ce qui explique pourquoi 
elle n’avait pas été retrouvée par Marcuat (1911), dans ses dissections 
de pupes. 

— La larve du troisieme stade apparait généralement un jour 
plus tard, elle est dotée de mandibules et d’un systéme trachéen bien 
différenciés. La durée de son évolution varie de 4 a 7 jours et elle 
donne naissance 4 la nymphe dont l’orientation A Vintérieur de la 


pupe de l’hote est 4 peu prés constante (téte vers ’extrémité antérieure 
de la pupe). dans notre élevage. 
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Larve d’Opius concolor SZEPL. 


Fic. 4. — Larve du deuxiéme stade. 


Fic. 5. — Larve du troisiéme stade ou larve mure : 
5a : détail de l’ornementation des téguments; 


5b : aspect d’ensemble (md : mandibules; st. : stigmates; l.a. : lobes 
adipeux). 
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D’abord entitrement blanche, la nymphe se pigmente progressive- 
ment en jaune tandis que les yeux deviennent noirs; son évolution 
dure 6 4 15 jours ou méme davantage. 

Le processus de l’éclosion de l’adulte peut étre observe facilement 
par transparence, il dure de 6 a 7 minutes seulement. 

Nous avons groupé (figures 1 & 5) les dessins schématiques 
de lceuf et des stades larvaires successifs. Le tégument de la larve 
parasite porte des spicules trés fins d’abord limités 4 des plages répar- 
ties le long de la ligne médio-dorsale au cours du premier stade, puis 
recouvrant beaucoup plus largement les cotés du corps au troisieme 
stade. Sur le dessin figurant cette derniére forme larvaire, la repré- 
sentation des spicules a été interrompue dans la zone médiane afin de 
permettre l’indication des ilots arrondis de tissus adipeux de couleur 
blanche nettement visibles par transparence sur le vivant (*). 


2° Choix de l’héte et comportement 


Nous avons profité des possibilités offertes par notre élevage pour 
rechercher une confirmation biologique de lidentité des Optus pro- 
venant de Ceratitis et de ceux issus de Dacus. 


Nous avons donc offert aux adultes de notre élevage, des olives 
contenant des larves de Dacus en fin d’évolution. Celles-ci ont été 
immédiatement attaquées, ont regu de nombreux ceufs et donné 
naissance a une génération normale du parasite. 


De premieres observations nous indiquent cependant qu’il doit 
exister des différences dans le développement endoparasitaire ainsi 
que nous l’avons signalé plus haut. 


I] ne nous a pas encore été possible de réaliser de véritables expé- 
riences de compétition entre les larves des deux Trypétides vis-a-vis 
de leur attractivité pour les adultes d’Opius mais l’observation élémen- 
taire indique une préférence nette en faveur de Dacus. 

Dans les conditions de notre élevage, les larves de Ceratitis peuvent 
étre attaquées plusieurs fois par les femelles pondeuses du parasite. 

Les cicatrices dues aux perforations de la tariére sont trés nette- 
ment visibles sur les larves ot elles apparaissent comme des points 
noirs de 0,04 mm environ, parfaitement circulaires et qui ne peuvent 
étre confondus avec les traces laissées par les morsures d’autres larves. 
On les retrouve également sur les pupes ce qui permet un contrdéle 
approximatif des relations existant entre la perforation et le dépdt 
de l’ceuf. Il apparait que l’introduction de la tariére, n’est pas toujours 
suivie de l’émission d’un ceuf et qu’un seul ceuf est déposé lors de 
chaque introduction. 


Nous avons fréquemment observé des cas de superparasitisme 


* Coa Es mee . ; . i 
(*) Les dessins sont dus 4 notre collégue BENassy que nous remercions vivement. 
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(jusqu’a 8 ceufs dans des larves de Ceratitis et plus de 50 dans celles de 
Dacus). 

L’élimination des larves parasites en surnombre semble se faire 
au premier stade par attaque directe (on n’observe jamais la sortie 
de plus d’un individu par pupe), une attaque excessive entraine la 
mort de l’hote dans le puparium. 


Conclusion 


Il est possible de réaliser au laboratoire un élevage permanent 
d’Opius concolor en utilisant comme hdtes des larves du troisieme 
stade de C. capitata. 


Les Opius obtenus dans un tel élevage parasitent volontiers et 
avec succes les larves de Dacus oleae. 


La souche de laboratoire ainsi constituée permettra d’étudier de 
nombreux points encore mal connus de la biologie du parasite et 
notamment les modalités du choix de l’héte par la femelle pondeuse 
et le déterminisme du développement endoparasitaire dans les deux 
hotes. 


Il serait utile de préciser si des lignées écologiques se sont diffé- 
renciées en reprenant notamment la méme expérimentation avec 
O. siculus MONASTERO (MONASTERO 19384). 


Il serait également intéressant d’étendre l’expérimentation a 
d’autres especes de Trypétides et notamment aux hodtes d’Opius 
humilis SILVESTRI que FISCHER estime pouvoir étre un synonyme de 
concolor, d’apres la description de SILVESTRI (1914), et qui a été tres 
largement utilisé par les entomologistes américains aux Iles Hawaii a 
la suite des premiers travaux de Back et PEMBERTON (1915). 


De plus cet élevage de laboratoire pourrait éventuellement servir 
de point de départ pour |’étude et la réalisation d’une multiplication 
industrielle en vue de la lutte biologique. 


SUMMARY 


It is possible to obtain a permanent breeding of Opius concolor by use of 
third instar larvae of Ceratitis capitata as host. The Opius obtained by such 
breeding will accept to parasitize successfully the larvae of Dacus oleae. 

This breeding will allow the study of many obscure points of the biology of 
the parasite, mainly conditions by which the host is chosen by the laying female 
and the reason of the endoparasitical development in the two hosts. 

It should be useful to know if the ecological strains are differenciated by 
similar experimentation with O. siculus MoNasTERO. It should be also interesting 
to extend this experience to other Trypetid species (for instance to the hosts of 
Opius humilis sttv. : Braconid which is spread in ‘Hawaii might be a synonym of 
concolor as FISCHER supposes). eA 

This breeding could be eventually used to start the study and realisation of 
industrial multiplications in view of the biological control applications. 
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REPORT ON DIAGNOSIS OF BACTERIA 
ISOLATED FROM INSECTS (1954-1958) 


BY 


OLEG LysENKO 


Even though many bacterial species isolated from insects have 
been described in literature (as summarised by STEINHAUS 1947, 1949), 
our present knowledge of ecology of entomogenous bacteria is rather 
unsufficient so far. During the years 1954-1958 a microflora of several 
insect species has been investigated in author’s laboratory. A special 
attention has been paid to sick or died insect pests both from cultures 
and from nature, and strains insolated have been deposited in the 
Culture Collection of the Laboratory (LysenKo 1958 b). The purpose 
of the present paper is to report briefly the results of their determina- 
tion. The writer is of the opinion that these results may be of some 
interest besides of insect-pathologists also of other workers interested 
in bacterial ecology. 


Material and methods 


Source and origin as well as the symptomatology of investigated 
insect species are given in the list of examined insects. The isolation 
of bacteria was made mostly from the body cavity of insects by means 
of commonly used methods. The determinative methods as well 
as the preparation of media were those of Manual of Microbiological 
Methods (1957). BrErcry’s Manual (1948, 1957) was used for the 
determination, except for Enterobacteriaceae determined according 
to papers of KAUFFMANN (1956), Cowan (1956) and Report (1958). 


The List of Bacteria Isolated 


In the brackets there are listed the number of the strain under 
which it is deposited in the Culture Collection of Entomogenous Bac- 
teria (C.C.E.B.) of the Laboratory and the atypical features in which 
the strain differs from the description. Signs used here are that of 
KAUFFMANN et al. (1956). 


ENTOMOPHAGA 
TOME IV, N° I, I®f TRIMESTRE 1959 


16 OLEG LYSENKO 


Aporia crataegi u. (Lep.). 
April 1957, Presov, Czechoslovakia. Dead caterpillars. As the 
cause of the infection seems to be Pseudomonas septica. 


Pseudomonas septica (stutzER & wsoRow) BERGEY& al. (177 ) (232 : 
peptonisation and reduction in litmus milk). 

Pseudomonas sp. (280). 

Klebsiella pneumoniae (SCHROETER) TREVISAN (168 : indole +, gas 
from glucose only at 25 °C) (169 : VP +, MR +, KCN x) 

Alcaligenes marshallii BERGEY & al. (173 : NO; +). 

Flavobacterium rhenanum (MIGULA) BERGEY & al. (174, 175). 

Flavobacterium diffusum (FRANKLAND AND FRANKLAND) BERGEY & al. 
(176 : gelatin —). 

Flavobactertum sp. (262). 


Bombyx mori u. (Lep.). 


August 1954. Septicaemia of caterpillars in the laboratory 
cultures. As probable cause of infection S. marcescens was found 
(WEISER & LysENKO 1956). 


Serratia marcescens Bizio (006 : Bacillus noctuarwm see LYSENKO 
1958 c.). 
Sarcina flava DE BARY. 


August 1956. Modtany near Praha, Czechoslovakia. Cater- 
pillars from a great epizootic in which the mortality reached 80 %. 
Infection was evocated by S$. bombycis with subsequent action of 
P. septica and other accompanied bacteria. 

Pseudomonas septica (STUTZER & wsorow) BERGEY & al. 

(90 : NO, +). 

Micrococcus candidus COHN (098). 
Staphylococcus saprophyticus (FAIBROTHER emend) sHAw & al. (091). 
Streptococcus faecalis ANDREWES & HORDER-S. faecium ORLA-JENSEN 

intermediate (79, 80 : S. bombycis see LYSENKO 1958 a). 
Alcaligenes bookeri (FORD) BERGEY & al. (082 : gelatin —). 

Cloaca cloacae (JORDAN) CASTELLANI & CHALMERS (087 : Coccobacillus 

acridiorum, see LYSENKO 1958 c). 

Bacillus subtilis coun emend. PpRAzZMOwSKI (081 : Bacillus vulgatus). 


September 1956. Died caterpillars from the laboratory cultures; 
strains isolated by Dr. VaNKovA, who has studied also their pathoge- 
nicity (VANKOVA 1959). 

Cloaca cloacae (JORDAN) CASTELLANI & CHALMERS (085). 
Klebsiella pneumoniae (SCHROETER) TREVISAN (084 : indole +). 


Hafnia alvei (BAHR) MOELLER (086 : lactose +, dulcit +, H,S —, 
MR +, KCN +). 
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Achromobacter sp. (083). 

Flavobacterium sp. (097). 

Pseudomonas putida (TREVISAN) MIGULA (088 : maximum temperature 
for growth 30 °C). 

Micrococcus caseolyticus EWANS (094 : white collonies). 

Micrococcus varians MicuLA (092 : NO, x). 

Streptococcus faecalis ANDREWS & HORDER-S. faeciwm ORLA-JENSEN 
intermediate (078 : S. bombycis see LYSENKO 1958 a). 

Streptococcus salivarius ANDREWS & HORDER. 


September 1956. Dead caterpillars obtained from Dr. VASILJEVIC, 
Inst. Plant Protection, Zemun, Yugoslavia. 
Serratia marcescens B1zI0 (089 : non pigmenting strain). 
Streptococcus faecalis ANDREWS & HORDER-S. faecium ORLA-JENSEN 
intermediate (078 : S. bombycis see LysENKO 1958 a). 


September 1956. Dead caterpillars from laboratory cultures 
obtained from Dr. VEBER. 


Micrococcus caseolyticus EVANS (095). 


August-September 1957. Died caterpillars from laboratory 
cultures. 
Pseudomonas mildenbergii BERGEY & al. (2381 : litmus milk alkaline). 
Streptococcus faecalis ANDREWS & HORDER-S. faecium Orla-Jensen 
intermediate (199, 248 : S. bombycis see LYSENKO 1958 a). 
Flavobacterium spp. (275, 258, 264, 266, 267, 268, 269). 
Brevibacterium sp. (resembling B. fuscum; see LysENKO 1959) (277). 
mulberry leaves from silkworm cultures : 
Pseudomonas fluorescens MIGULA (228). 


Bupalus piniarus u. (Lep.). 

November 1957. Deaed caterpillars with black points on their 
body. Microscopically Gram-positive diplococci were found in pure 
culture, identified as. 


Streptococcus faecalis ANDREWS & HORDER. 


March 1955. Dead caterpillars obtained from Prof. KoErHLEr, 
Inst. of Forestry, Warszawa, Poland. Septicaemia. 
Pseudomonas reptilivora CALDWELL & RYERSON (008 : NO; x). 
Pseudomonas septica (stuTzZER & WSOROW) BERGEY & al. (009 : reduction 
and peptonisation in litmus milk). 
Klebsiella. pneumoniae (SCHROETER) TREVISAN. | 
Cloaca cloacae (JORDAN) CASTELLANI & CHALMERS (020 : KCN xX, 
MR +, gas in glucose only at 25 °C). 
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Brevibacterium quale (STEINHAUS) BREED (litmus milk acid, reduced 
and coagulated). 
Brevibacterium tegumenticola (STEINHAUS) BREED (additional cha- 
racters : MR +, VP —, urease —, citrates —, inosite ++). 


Cacoecia crataegana HUBNER (Lep.). 

June 1957. Died caterpillars from a great forest epizootic in 
forest (KUDLER & al. 1958). Mortality of caterpillars caused perheps 
by Pseudomonas chlororaphis. 

Pseudomonas chlororaphis BERGEY & al. (004). 5 
Flavobacterium sp. (867, 868 : biochemicaly resembling Serratia 
marcescens). 


Cacoecia murinana HUBNER (Lep.). 


July 1955. Dead caterpillars. Zarnovica, Slovakia, Czecho- 
slovakia. Septicaemia. 


Achromobacter superficiale (SORDAN) BERGEY & al. (018: gelatin —). 


Carpocapsa pomonella u. (Lep.). 


January 1958. Died caterpillars from laboratory cultures of 
Dr. WEISER. 


Bacillus subtilis coun emend. Prazmowski (B. vulgatus),. 


Chironomus plumosus .. (Dip.). 


1954-1955. River Vitava in Praha. Studies on the microflora 
of midge larvae (LysENKO 1955). Isolations made from the gut of 
health larvae. 


Aeromonas liquefaciens (BEIJERINCK) KLUYVER & VAN NIEL (anaero- 
genic, not pathogenic for mice). 

Micrococcus candidus coHN (11, 12). 

Micrococcus sp. (10). 

Cloaca cloacae (JORDAN) CASTELLANI & CHALMERS (19 : gas from 
glycerol, MR +). 

Achromobacter tophagus (GRAY & THORNTON) BERGEY & al. (16 : 
gelatin —). 

Achromobacter sp. (17). 

Alcaligenes viscolactis (MEZ) BREED (15 ; A. viscosus var. dissimilis LONG 
& HAMMER). 

Bacillus circulans JORDAN emend. FORD (026). 


Dolerus gonager rasrictus (Hym.). 


May 1958. Laboratory cultures for physiological studies. Dead 
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larvae obtained from Dr. Stama. Septicaemia. In pure culture 
isolated. 


Serratia marcescens (354, 355, 353, 368 : non pigmenting). 


Dead larvae from another culture. 


Proteus vulgarie HAUSER. 


Dolerus nigratus MULLER (Hym.). 
May 1958. The same source as by D. gonager. 


Proteus vulgaris HAUSER (359 : anaerogenic strain). 


Euproctis chrysorrhoea u. (Lep.). 


May 1957. Dead caterpillers from laboratory cultures of the 
Institute for Plant Protection, Invanka pri Dunaji, Czechoslovakia. 
Septicaemia. June 1957. Died carterpillars from culture in the 
Laboratory. 

Pseudomonas chlororaphis (GUIGNARD & SAUVAGEAU) BERGEY & al. 

(004 : NO, —, litmus milk acid). 

Pseudomonas putida (TREVISAN) MIGULA (litmus milk reduced and 
peptonized). 
Escherichia coli—Citrobacter freundii intermediate (170: urease +, 

KCN x, H,S —). 

Flavobacterium spp. (260, 261). 


Hyphantria cunea prury (Lep.). 

April 1957. Dead caterpillars obtained from a laboratory culture 
of Dr. VeBEer. Pure culture of pseudomonad which evocated septi- 
caemia. 


Pseudomonas striata CHESTER (349 : NO, —). 


May 1958. Died caterpillars which had been infected by micro- 
sporidia Thelohania hyphantriae ; laboratory experiments of Dr. WEI- 
sER. As a predominated bacterial species has been isolated : 

Cloaca cloacae (JORDAN) CASTELLANI & CHALMERS (300, 302, 299 : 
gas from glycerol). 


March 1958. Dried polyhedral viral material for preparation 
of sprays for biological control of Hyphantria cunea prepared from 
died caterpillars. This preparation is manufactured by the « Filaxia » 
a factory in Hungary; obtained from Dr. VeBer from the Laboratory. 


Brevibacterium ammoniagenes (see LysSENKO 1959) (364). 


20 OLEG LYSENKO 


Bacillus cereus FRANKLAND & FRANKLAND (862 : strain ist not patho- 
genic for silkworm caterpillars by feeding). 
Bacillus pumilus GOTTHEIL (860). 


Ips curvidens GERMAR (Col.). 


May 1957. Dead caterpillars obtained from Dr. WEISER. Disease 
caused by the microsporidia Nosema curvidens with accompanied 
infection of 


Serratia marcescens B1zI0 (167 : KCN —, MR +). 


Leptinotarsa decemlineata say (Col.). 
1955. Dead beetles. 
Alcaligenes recti (FORD) BERGEY & al. (014). 


Lymantria dispar u. (Lep.). 
May 1957. Died carterpillars from laboratory cultures from 


Banska Stiavnica, Czechoslovakia. Polyhedral virus infection accom- 
panied with 


Cloaca cloacae (JORDAN) CASTELLANI & CHALMERS (166). 
Achromobacter sp. (165). 


Me gachile sp. (Apidae). 
September 1957. Died larvae on « foul broad ». In pure culture 
insolated 


Serratia marcescens BIzIo (218 : Bacillus noctuarum see LysENKO 
1958 e). 


Phyllopertha sp. (Col.). 


October 1957. Dead larvae collected in field soil by Dr. WEISER 
in Kezmarok, Czechoslovakia. The infection was caused by the 
pseudomonas. 

Pseudomonas septica (STUTZER & WSOROW) BERGEY & al. (229). 
Bacillus cereus var. mycoides (FLUGE) BERGEY & al. (014). 


Pyrausta nubilalis HUBNER (Lep.). 


April 1957. Died caterpillars attacted by nemathodes Neoplectana 
carpocapsae and by microsporidia Peresia pyraustae as has been 


diagnosed by Dr. Weiser. Accompanied bacterial infection was 
caused by. 


Alcaligenes marshallit BERGEY & al. (171, 172). 
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Saperda carcharias .. (Col.). 
February 1958. Dead larvae with black points on their body 


surface. The contents of the body cavity is white resembling cheese. 
Material obtained from Mikulov, Czechoslovakia. 


sample Ist : 

Klebsiella pnewmoniae (SCHROETER) MIGULA (298 : arginine decar- 
boxylase +). 

Pseudomonas septica (STUTZER & WSOROW) BERGEY & al. 350 : litmus 
milk reduced). 


sample 2nd : from body surface : 

Pseudomonas putida (TREVISAN) MIGULA (347 : litmus milk alkaline). 

Pseudomonas septica (STUTZER & WsoROW) BERGEY & al. (346). 
from the body cavity : 

Cloaca cloacae (JORDAN) CASTELLANI & CHALMERS (3801. 

Serratia marcescens BIZIO (808, 309 : non pigmenting strains). 

Pseudomonas aeruginosa (SCHROETER) MIGULA (844). 

Pseudomonas septica (STUTZER & WSOROW) BERGEY & al. (346). 

Corynebacterium sp. (865 : resembling C. parvometabolum). 

Brevibacterium sp. (866 see LysENKO 1959). 

Bacillus cereus FRANKLAND & FRANKLAND (363). 

Alcaligenes viscolactis (MEZ) BREED (312). 


Saturnia pyri DENIS & SCHIFFEMULLER (Lep.). 

August 1956. Septicaemia in caterpillars from culture of the 
Laboratory. Material obtained from Dr. Novak. Infection was 
evoked by. . 

Pseudomonas reptilivora CALDWELL & RYERSON (082). 


Xyloterus lineatus oLiviER (Col.). 


March 1958. Dead beetles obtained from ing. V. Novak 
(Forest. Inst., Strnady near Praha). As cause of the infection Pseu- 
domonas septica has been found; strains of this bacterium has been 
isolated from each animal examined, in some about of 20 strains. 
Pseudomonas caviae SCHERAGO (348 : indole —, does not grow at 

37 °C). 

Pseudomonas septica (STUTZER & WSOROW) BERGEY & al. (345). 

Cloaca cloacae (JORDAN) CASTELLANI & CHALMERS (303) (310 : arginine 
de carboxylase —). 

Bacillus coagulans HAMMER (861). 
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Des recherches ont été réalisées de 1954 A 1958 en vue de préciser la microflore 
de plusieurs espéces d’insectes et de mieux connaitre Pécologie des bactéries quils 
hébergent. Les insectes nuisibles trouvés malades ou morts, soit dans la nature, soit au 
cours d’élevages ont particulitrement retenu l’attention. 

Les souches obtenues sont déposées dans les collections du laboratoire sous les 
numéros précisés entre parentheses. Les signes utilisés dans les descriptions sont ceux 
de Kaurrmann & al. (1956). 

Les insectes étudiés se répartissent dans les ordres et genres suivants : 
Lépidoptéres (Aporta, Bombyx, Bupalus, Cacoecia, Carpocapsa, Euproctis, Hyphan- 

tria, Lymantria, Pyrausta, Saturnia). ; 
Coléoptéres (Leptinotarsa, Ips, Phyllopertha, Saperda, Xyloterus) 
Hyménoptéeres (Dolerus, Megachile). 

Diptéres (Chironomus). 
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RECHERCHES SUR LA CULTURE DE TISSUS 
EN VIROLOGIE DES INSECTES 


Introduction 


Les progrés récents réalisés dans l’étude de la pathogénése des 
viroses de Homme et des Vertébrés, sont en grande partie liés a la 
possibilité de suivre l|’évolution des virus, non seulement a V’intérieur 
d’un organisme, mais également sur les cellules cultivées in vitro. 
On arrive en effet, 4 observer la vie cellulaire dans un milieu défini 
dans lequel on introduit a volonté des éléments chimiques ou microbio- 
logiques divers. On peut examiner au microscope électronique le 
développement des virus a des étapes régulieres de la pathogénése et 
analyser la déviation métabolique. 


De telles études ont supposé une évolution rapide de la technique 
de culture des cellules. En ce qui concerne les tissus des animaux 
supérieurs, de nombreux travaux de base ont été faits, selon les tech- 
niques de BorrEL, CaRREL ou leurs contemporains, réalisant |’émi- 
gration et la multiplication des cellules d’un explant d’organe. La 
constitution de lignées de cellules était un grand pas vers la transfor- 
mation de la culture de tissus en une technique virologique. Elle l’est 
devenue plus encore depuis la mise au point de milieux mi-synthétiques 
et de la culture, sur grande surface, de cellules dispersées par voie 
enzymatique et surtout depuis l’emploi de souches cancéreuses par- 
ticuliérement faciles & maintenir. 

Contrairement A cette évolution particuliere, pour la culture des 
tissus d’Invertébrés on a enregistré fort feu de recherches jusqu’a ces 
derniéres années et la majorité des résultats énumérés concernent 


rarement les tissus de ce groupe. 


(*) Présenté au deuxiéme Colloque de la C.1.L.B. sur la Pathologie des Insectes 
a Paris le 23 octobre 1958. 
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Apercu historique des travaux sur les cultures de tissus 
d’Invertébrés et des études virologiques in vitro 


C’est certainement a l’évolution peu avancée de la pathologie des 
Invertébrés au début du siécle, que nous pouvons attribuer le nombre 
réduit de tentatives de culture de tissus d’insectes 4 une époque ou 
beaucoup de chercheurs s’en occupent déja pour les tissus de Vertébres. 

Ainsi, nous notons surtout des essais sur le maintien en survie 
d’organes d’insectes en solutions salines et nous retenons particuliére- 
ment les expériences de GoLpscumipt (1915) sur Samia et celles de 
Lewis et RoBertson (1916) qui ont complété les solutions avec des 
sucres, de la peptone ou un bouillon de. sauterelles Chorthippus. 

La survie de fragments de planaires a été suivie in vitro (MURRAY, 
1926) et la continuation de l’émission de lymphocytes de Crustacés a 
été notée aprés la séparation de la glande lymphocytogéne de Vorga- 
nisme vivant (FISCHER-PIETTE, 1929). Différents organes d’Escargots 
ont été placés dans des solutions physiologiques et l’apparition de 
cellules autour de ces fragments a été notée (GATENBY, 1931; GATENBY 
et al. 1985; Hint, 19384;-BoHuSLAV, 1933). 

La survie des amoebocytes probablement d’origine hémocytaire, 
dans le sang de larves d’Oryctes, de Periplaneta, de Bombyz et de Samia 
crecopia a été notée (LAZARENKO, 1925) ainsi que celle de disques 
imaginaux dans le sang de Dipteres (FREw, 1928). 

TRAGER (1935) s’adresse & une solution composée selon un principe 
semblable a celui de Lewis et ROBERTSON, mais plus perfectionné, 
lorsqu’il envisage la culture des gonades femelles de Bombyx mori et 
observe l’émigration des cellules amoeboides. 

Méme apres 1940, les travaux restent rares. Notons en dehors de 
nombreux résultats négatifs (GoOoDSCHILD, 1954; GRACE, 1954; BECKEL, 
1951, etc.) ’étude des cellules sanguines de Forficule en survie dans 
P’hémolymphe (Arvy, GABE, 1946), celle du développement d’ébauches 
imaginales de Diptere (DEMAL, 1956), le maintien in vitro des fragments 
d’embryon de Bombyx (Wapva, 1954) et l’émigration de cellules de 
Rhodnius (Gavritov, Cowry, 1941). 

Nous voyions dés 1953 que l’étude de certains processus de patho- 
génése des virus d’insectes ne pouvait étre continuée qu’en culture de 
cellules : une comparaison du bilan des connaissances sur la technique 
de la culture de tissus chez les insectes avec les acquisitions de celles 
des Vertébrés s’est done imposée. 

Une telle comparaison a montré avant tout que les travaux 
réalisés ne représentent que des fragments d’observations desquels un 
principe applicable en virologie d’insectes ne s’est pas dégagé. 

I n’existait pas, notamment, un milieu standard ayant permis 
effectivement une multiplication régulitre des cellules en grande 


is \ ue la lla Va 
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surface et les cultures n’ont pas pu étre repiquées. Done aucune possi- 
bilité d’établissement de souche n’existait. 

La durée des cultures de tissus était courte ; celles-ci n’ont été 
réalisées qu’en gouttes pendantes, méthode peu propice aux études 
virologiques et qui d’ailleurs a été pratiquement abandonnée pour les 
Vertébrés. 

Ensuite, les observations ne portent que sur un nombre trés limité 
d’espéces d’insectes alors que les virus a étudier attestent une spéci- 
ficité. Enfin, la mise au point de la culture en couches monocellulaires 
sur grande surface était lune des conditions essentielles du progres. 

Compte tenu de ces remarques, nous avons tenté, avec Mlle Cuas- 
TANG (S.) de perfectionner la culture de tissus chez les insectes en vue 
de lutiliser pour des études virologiques. 


Recherches sur la culture de tissus d’insectes 


Ces considérations ont fait prévoir un programme progressif 
devant commencer par des travaux sur les milieux et sur les méthodes 
adaptés aux particularités des tissus d’insectes. Ensuite, la culture de 
divers tissus provenant d’especes différentes a été essayée. Enfin, 
nous avons tenté la réalisation de lignées cellulaires, la culture de 
cellules dispersées et la survie d’organes. Les résultats obtenus jusqu’a 
ce jour et concernant chacun de ces problemes seront résumés. 


a) MIsE AU POINT DE MILIEUX. 


Peu de données étaient disponibles sur les éléments de composition 
d’un milieu comparable a ceux employés pour les Vertébrés et pouvant 
s’adapter aux tissus d’insectes. 

Il était normal de concevoir parmi les composants, des sels miné- 
raux, des glucides, des acides aminés, des tampons, d’éventuels lipides 
et enfin des facteurs de croissance. 

Pour la composition de la solution saline, certaines données 
numériques, souvent contradictoires, figurent dans les travaux de 
physiologie visant d’autres buts que la culture de tissus. Nos calculs 
ont été faits surtout d’aprés nos données expérimentales et celles de 
Mme Driznon (1950), Auctatrr & Dusreurit (1953), FrorKin & 
DucHATEAU (1942). 

Des valeurs moyennes simplifiées de concentration de sels ont été 
établies aprés avoir vérifié les limites entre lesquelles une modification 
de comportement cellulaire n’est pas apparue en culture de tissus 
(Vaco & CuHasTaneG, 1958 5b). : 

L’emploi de différents hydrates de carbone signalés dans le sang 
d’insectes, ne s’est pas révélé indispensable, le glucose seul ayant 
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donné des résultats comparables 4 ceux obtenus en multipliant le 
nombre de sucres. 

En ce qui concerne les acides aminés, nous avons eu recours aux 
hydrolysats de caséine ou de lactalbumine. Ceux-ci en effet, fournissent 
pratiquement tous les acides aminés nécessaires aux cellules; certains 
d’ailleurs pouvant rester inutilisés par les tissus d’insectes ou se trouver 
en proportions différentes & ceux du milieu intérieur d’une espéce 
donnée. Pour les Lépidoptéres, ce n’est pratiquement que Vhistidine 
qui montre un décalage notable. Cependant, la polyvalence et la 
constance de composition de tels hydrolysats a pu assurer les cultures 
les plus employées en virologie de Vertébrés, et c’est pourquoi nous 
n’avons pas employé des acides aminés séparés, comme Wyatt (1956) 
Va envisagé entre temps. 

Le pH du milieu était optimum pour les larves de B. mori pro- 
totype A 6,4-6,5 et pour les nymphes légerement au-dessus. Pour 
lobtention de cette alcalinité, les carbonates se sont montrés supérieurs 
aux autres composants possibles, acide carbonique pouvant jouer 
un role dans l’établissement de l’équilibre « liquide-gazeux ». L’alca- 
linité est contrélée grace au-rouge de phénol lequel 4 ce pH est jaune- 
orange. 


Ein ajoutant des antibiotiques & une dose non toxique pour les 
cellules et en complétant le milieu avec lhémolymphe chauffée de 
larves ou de chrysalides, un milieu de culture simplifié « prototype » 
a été obtenu. Sa composition pour B. mori est la suivante (Vaco 
& CHASTANG, 1958 )) : 


Bian, DiGi Sti G es ares coor atin a usenet oF shee ais So a 100 cm? 
INE ELS POR measuerasoe oeeren GN ete casre ane, a fand aveeron rae 100 mg 
Mo Cle GUuELOF as onte cei eaters sates ae Ores 300 mg 
Ma SO pee GELO tia iar ncncterd Rio fors As RS a ee 350 mg 

KR Clg R56 Ristpsyatoror Aare veel ty sunedepnian oharnngeice ere 300 mg 
ORO RSS Gees CR Re ORS REEL Citi onic 100 mg 
GHUCOSE Ry toe sr yas S aye ema ri osete Goer eioeerers 100 mg 
Hydrolysat de lactalbumine ~....>.. 20 ..... . os 500 mg 
Whishidine vet ncwins « cpaktattans ads «dR ceoieeee 100 meg 
GORING lai cremts setae eed 5. < acct dati hin satkepnac ke eee jusqu’a pH 6,4 
TP ETATCHUIIN Gn sR Reh hae ee FOR wuwshivy a: Sis fora  atare Cee 20 000 U.I. 
SEPEPCOMLYCING ote Mine t cee Lomarctatsait ur eet 2 mg 
Rouge de PREG? Css SIs ees Pe lee ee 20 mg 


Avant filtration sur Ls, le milieu est additionné a raison de 5 a 
10 % @hémolymphe prélevée sans précautions d’aseptie, précipitée A 
60 °C pendant 5 minutes et centrifugée A 6 000 tr/mn pendant 10 minutes 
pour retenir le surnageant. Celui-ci peut étre conservé actif pendant 
plusieurs mois, congelé & — 30 °C, 


Ce milieu a assuré au cours de nombreuses cultures réalisées 
depuis 4 ans, un développement abondant de cellules des gonades 


CC 
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femelles et d’ovaires de B. mori ou de certains autres Lépidopteres 


(fig. 1, 3). 
b) FACTEURS DE CROISSANCE. 


L’une des raisons principales de la difficulté d’obtention d’un 
développement aussi actif et de lignées de cultures aussi persistantes 
que chez les Vertébrés, réside dans nos connaissances assez réduites 
concernant les facteurs de croissance des tissus d’insectes. 

Les extraits d’°embryon ont fourni un complexe de facteurs de 
croissance pour les cultures de tissus de Vertébrés. L’effet toxique de 
tels extraits a été remarqué pour les cellules d’insectes, mais nous 
pensions que cette action devait ¢tre vérifiée de plus prés. C’est pourquoi 
nous avons effectué parallelement des essais avec l’extrait embryonnaire 
de poulet et avec certains autres préparés 4 partir d’insectes ou de 
leurs embryons. 


A) L’extrait d’embryon de poulet a été préparé selon la technique 
pratiquée au laboratoire du Dr LEPINE ou a été regu prét a utiliser. 


B) Pour l’extrait embryonnaire, les ceufs de Bombya mori ou 
d’Antherea pernyi ont été désinfectés a Vhypochlorite de calcium, 
rincés a l’eau distillée puis a l’alcool 4 95 %. Les ceufs ont été écrasés 
en cours d’incubation et leur contenu dilué dans du milieu de culture 
de tissus dans des proportions de 1 a 10. Apres centrifugations a 
4000 tr/mn pendant 20 minutes le surnageant assez clair était mélangé 
au milieu de culture 4 raison de 10 %. C’est cette dilution qui est 
employée en milieu de culture. 


C) En ce qui concerne les extraits d’organes : les ovaires de 
nymphes ou le mélange tissu épithélial, adipeux, trachéal, etc., ont été 
triturés dans le milieu de culture d’une fagon aseptique puis centrifugés. 
Le surnageant débarrassé des lipides et dilué comme précédemment 
a servi de milieu de culture. 


Les cultures de gonades femelles de larves de B. mori ou d’ovaires 
de chrysalides, en goutte pendante ou sous couche mince de milieu, 
se sont montrées sensiblement plus abondantes avec l’extrait B. Elles 
ont présenté une émigration et des mitoses plus nombreuses que dans 
le milieu simple. Avec les extraits A et C, une augmentation d’activité 
moins marquée a été observée. 

Ces résultats traduisent l’effet stimulateur de la croissance in vitro 
des extraits embryonnaires et ovulaires d’insectes. L’extrait embryon- 
naire de poulet ne montre pas un effet toxique net et il est susceptible 
d’activer la croissance des cellules d’insectes. Nos essais actuels visent 
a préciser le rdle de ces extraits pour le maintien des lignées cellulaires 
avant d’incorporer ces derniers dans la formule de milieu donnée plus 
haut. 
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c) CULTURE D’OVAIRE NYMPHAL. 


Les organes les plus utilisés pour les tentatives de cultures de tissus 
d’insectes étaient les gonades femelles de larves de B. mori, ces organes 
ayant montré en effet, une aptitude particuliere pour l’émission de 
cellules. 

Nous avons pensé que d’autres organes seraient également suscep- 
tibles de donner des cultures de fibroblastes et nous nous sommes 
notamment intéressés aux tubes ovariques de nymphes, ceux-ci étant 
A ce stade de la métamorphose particulierement appelés 4 se développer. 
En employant le milieu décrit plus haut avec une légere augmentation 
du pH, un développement de fibroblastes aussi abondant et aussi 
persistant qu’A partir des gonades larvaires a été obtenu (fig. 3). Un 
tissu nymphal s’est ainsi montré cultivable et susceptible d’étre utilisé 
également pour l’emploi des cultures de tissus d’insectes en virologie. 
En effet, la conservation au froid et souvent une diapause permettent 
de stocker ces nymphes, sources de tissus pendant plusieurs mois 
(Vaco & CuasTane, 1958 D). 


d) POLYVALENCE D’UN MILIEU. 


Nombreux problemes de virologie des insectes, y compris ceux de 
transmission des virus par les insectes vecteurs exigent l’étude de 
Vaction des virus dans les cellules des especes auxquelles chacun de 
ces virus est adapté. 

Or, chez les Invertébrés, une culture de tissus apte dans une 
certaine mesure a étre utilisée en virologie, n’existe que pour le Lépi- 
doptere B. mori. 

Il était done important de mettre au point des milieux pour les 
tissus d’autres insectes ou de voir si un méme milieu pourrait assurer 
le développement de cellules de différentes espéces. 


En prenant pour prototype le milieu mis au point pour B. mori, 
plusieurs Lépidopteres comme Galleria mellonella, Euwoa segetum, 
Arctia caja, Antherea pernyi, quelques Coléoptéres : Melolontha melo- 
lontha, Orthopteres : Blabera fusca et Hémiptéres : Graphosoma lineatus, 
ont été testés. 


Dans le milieu complet comprenant le sang de B. mori, nous 
avons obtenu chez certaines espéces comme Galleria des cultures 
comparables a celles des tissus de B. mori. Dans d’autres cas, la culture 
était irréguliére et les mitoses rares, se réduisant pour certaines espéces 
méme a l’émigration de quelques fibroblastes seulement. Les organes 
d’autres insectes que les Lépidoptéres n’ont donné que |’émission de 
quelques cellules. 


Les cultures étaient nettement supérieures lorsque VPhémolymphe 
de l’espéce testée a été employée. Elles étaient abondantes méme dans 


Fic. 1. — Culture de tubes ovariques de Galleria mellonella. Développement de 
fibroblastes non séparés formant un pseudo-tissu. Contraste de phase x 220. 

Fic. 2. — Développement en faisceaux a partir des muscles de Malacosoma 
neustria. Contraste de phase x 440. 

Fic. 3. — Début de la culture de fibroblastes typiques 4 partir des tubes ova- 
riques de nymphes de Bombyx mori. Hemalun-éosine-orange x. 220. 

Fic. 4. — Fibroblastes de tubes ovariques de Bombyx mori aprés infection a 
Borrelinavirus anthereae. Contraste de phase x 220. 
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des cas oti le développement était trés faible avec le sang de B. mort 
(par exemple Malacosoma). 

Ces résultats montrent la possibilité de cultiver les cellules de 
différentes espéces d’insectes dans un méme milieu avec degrés d’affinité 
variés selon les espéces. Cette variation dépend en grande partie de 
V’hémolymphe étrangére et l’addition d’hémolymphe de l’espece méme 
permet l’emploi d’une formule pour plusieurs insectes (fig. 1-4). 


e) LIGNEES CELLULAIRES. 

Le transfert et la multiplication successive des cellules une fois 
mises en culture sont parmi les réalisations ayant fait le plus avancer 
les études virologiques sur cultures de tissus de Vertébreés. 

Pour les Invertébrés, aucune culture prolongée n’ayant été réalisée, 
nous nous sommes attaché A ce probléme. Partis d’explants de gonades 
femelles de B. mori et de la tunique pédieuse du Mollusque Heliz. 
aspersa, le prélévement de fragments de culture et leur transfert dans 
un nouveau milieu ont été tentés. Cette opération extrémement délicate 
donne dans certains cas la continuation du développement des cellules 
méme aprés plusieurs transferts. Les résultats sont pour le moment 
peu comparables 4 ceux-obtenus avec les tissus de Vertébrés car la 
réussite des reprises successives est irréguliere et les mitoses ne sont 
pas fréquentes. Malgré ces différences, un certain maintien de lignées 
cellulaires d’Invertébrés parait possible et ce point de départ permet 
d’envisager une suite de perfectionnements (VAGo & CHASTANG, 1958 a). 


f) CULTURES DE CELLULES ISOLEES. 


Les recherches d’histopathologie et de microscopie électronique 
ainsi que la multiplication des virus in vitro se réalisent le mieux sur 
couches monocellulaires couvrant une assez grande surface. Les 
résultats récents les plus importants obtenus in vitro sur les virus de 
Vertébrés ont eu pour support de telles cultures. 

Pour les insectes, nous avons essayé d’abord de séparer les cellules 
d’ovaires de nymphes, a l’aide d’enzymes et notamment de trypsine et 
dhyaluronidase. La possibilité de dispersion satisfaisante des cellules 
et la différence de sensibilité par rapport aux cellules des Vertébrés 
ont, été montrées. Nous avons alors uni nos efforts, avec le Dr A1zAWA 
du Japon, actuellement dans notre laboratoire, pour continuer A mettre 
au point le développement homogéne des cellules séparées. 

En méme temps, l’obtention de couches monocellulaires a été 
envisagée par d’autres moyens. Les tubes ovariques isolés de chry- 
salides de Lépidoptéres sont découpés en trés petits fragments A l’aide 
d’instruments assurant l’opération aseptique. Les fragments constitués 
par des groupes de cellules sont alternativement sédimentés et remis 
en suspension dans le milieu jusqu’a élimination du vitellus provenant 
des ceufs brisés. La suspension de ces cellules mises en culture, donne 
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une €mission rapide et abondante de fibroblastes formant une couche 
favorable aux études virologiques. 


g) MicRO-ENCEINTES DE CULTURE. 


La culture de tissus d’insectes est difficilement réalisable en suivant 
exactement les méthodes générales. En effet, la quantité de sang 
disponible est minime par rapport a celle des Vertébrés. Les extraits 
et le plasma d’animaux supérieurs sont peu utilisables pour ces cellules. 


Pour la réalisation de cultures dans une faible quantité de milieu 
nous nous servons de petits flacons horizontaux rodés sur une surface. 

Une lamelle en verre ou en plastique est scellée 4 la paraffine ou 
avec une solution cellulosique au-dessus de l’ouverture. A travers 
Vorifice tubulaire flambé, le tissu est déposé avec un peu de milieu sur 
la lamelle a l'aide d’une pipette Pasteur effilée. Les changements de 
milieu et le transfert des cultures s’effectuent de la méme facon. 

La méthode de la goutte pendante convient souvent grace a la 
quantité minime de milieu et a la saturation rapide du volume d’air. 
Or, cette technique présente des difficultés pour le changement de 
milieu et de repiquage aseptiques. Ces opérations étant essentielles, 
nous avons réuni la goutte pendante avec l’ouverture aseptique de 
Venceinte en employant le systeme décrit plus haut avec réduction 
de la quantité de milieu jusqu’é une goutte pendante. 

Dans les deux cas, il est possible de suivre, photographier ou 
filmer de prés sans interruption, méme 4 l’objectif 4 immersion ou au 
contraste de phase le développement des cellules (VAGO 1958). 


h) CULTURE DE FRAGMENTS D’ORGANES. 


En dehors des cultures de cellules proprement dites, un autre 
principe a semblé étre exploitable pour |’étude in vitro de virus d’in- 
sectes : la survie de fragments d’organes. En effet, en placant des 
fractions d’ovaires, d’intestin ou d’épithélium de B. mort, G. mellonella, 
M. brassicae, etc. dans le milieu décrit plus haut, les mouvements de 
cils ou les mouvements de contraction ont été observés pendant 
plusieurs jours. Le milieu a été alors changé et les fragments transportés 
dans d’autres enceintes de culture. Ainsi, il a été possible d’assurer 
une survie active d’ovaires pendant plusieurs mois (VAGco & CHASTANG, 
1958 c). Cette période semble suffisante pour suivre un processus 
‘méme long de pathogéneése virusale. 


1) CULTURES A SURFACES OUVERTES. 


Afin de perfectionner les conditions de développement des cellules, 
d’augmenter la surface du milieu et d’effectuer des cultures en série, 
il était important de rendre la technique plus indépendante de l’équi- 
libre strict entre le milieu et l’air. Celui-ci exige en effet un rapport: 
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défini entre le volume de l’enceinte de culture et la quantité de milieu 
avec obligation de fermeture hermétique. De telles restrictions sont 
nécessaires surtout & cause des modifications que subit le bicarbonate 
de soude au contact de lair. 

Nous avons essayé de réduire les échanges superficiels en rem- 
placant dans le réle de régulateur de pH, le bicarbonate de soude par 
VPhydroxyméthylaminométhane (Tris). 

La solution tampon a été préparée avec 28 g de Tris, 11 em? d’acide 
chlorhydrique concentré et complétée a l’eau bidistillée jusqu’a 100 cm’. 
Cette solution stérilisée 4 100 °C a été ajoutée au milieu de culture plus 
haut (bicarbonate excepté) jusqu’a obtention de pH 6,4. 

Grace & ce milieu modifié, nous avons pu avoir des cultures de 
fibroblastes 4 partir d’explants ou de groupe de cellules ovariques 
dans des petites boites de Pétri et surtout dans des alvéoles en plas- 
tique posées en série dans ces boites dont le couvercle était vaseliné 
afin d’éviter la diminution d’humidité. L’eau_ bidistillée disposée 
autour des alvéoles était destinée également a maintenir l’humidité. 

Le développement des cellules était normal au fond des alvéoles, 
la granulation du cytoplasme paraissant légerement accrue. Ces résultats 
permettent d’envisager de nombreuses recherches grace a la surface 
ouverte des alvéoles rendant particulierement facile toute opération. 


Etudes virologiques sur cultures de tissus d’insectes 


Au fur et 4 mesure que les différentes étapes de la mise au point 
de cultures de tissus d’insectes ont été réalisées, il a été possible d’envi- 
sager de plus en plus des travaux virologiques in vitro. Nous en résu- 
merons trois d’entre eux pour lesquels certains résultats peuvent 
déja étre évalués, 


a) MICROSCOPIE ELECTRONIQUE DE LA PATHOGENESE DES Borre- 
linavirus. 


Au cours de la progression de |’étude de l’action intracellulaire 
des virus au microscope électronique, on est arrivé & un stade ot les 
observations suivies dans des intervalles trés précis pendant la patho- 
génése deviennent nécessaires. Une telle étude ne peut s’effectuer que 
sur des cellules cultivées in-vitro. 

Nous avons entrepris de tels travaux, en collaboration avec le 
professeur Lipine et Mlle Crotssant de 1’Institut Pasteur, pour 
Borrelinavirus bombycis, sur la culture d’ovaire nymphal de Vinsecte 
hote obtenue en micro-récipients dans le milieu décrit plus haut. 
Les fibroblastes sont infectés aprés 48 heures de culture avec le sur- 
nageant de l’hémolymphe virosée, centrifugée & 8 000 t/m. A partir 
de ce moment, une dizaine de cultures sont prélevées chaque 12 heures. 
La couche cellulaire fixée dans l’acide osmique tamponné au véronal 
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est détachée apres déshydratation et centrifugée a 2 000 t/m pendant 
5 minutes. Le culot inclus dans du métacrylate est coupé a Pultra- 
microtome et examiné au microscope électronique Siemens. 

A Vheure actuelle, ces examens sont en cours, mais dés maintenant 
on a distingué les phases successives du début de l’évolution des virus 
dans les noyaux difficilement saisissables dans l’insecte vivant. Nous 
avons également suivi la formation de la membrane intime des virus 
avant incorporation progressive de ces derniers dans les pseudocristaux 
polyédriques. 


b) SPECIFICITE ET ADAPTATION DES VIRUS D’INSECTES. 

L’affinité des virus vis-a-vis d’espéces différentes de l’insecte-hédte 
a été souvent discutée. Les raisons des difficultés d’un accord résident 
dans intervention probable de nombreux facteurs lors de l’infection 
d’un organisme par un virus donné. L’étude des affinités cellulaires 
in vitro dans des conditions connues semblait susceptible de contribuer 
indirectement & la connaissance de ce probleme. 

Des cultures de fibroblastes d’ovaires de B. mori et de G. mellonella 
ont été inoculées avec les surnageants (8 000 t/m) d’hémolymphe de 
larves de B. mori, G. mellonella, L. dispar., S. pavonia, A. pernyi, ete. 
atteintes de polyédries. 

Différents degrés de lésions ont été alors observés : forts avec le 
virus de lespece hote, visibles dans d’autres comme le virus de Antherea 
et dans une certaine mesure Galleria sur Bombyx ou inversement le 
virus de Bombyx sur Antherea ou Galleria, enfin faibles dans beaucoup 
d’autres cultures. 

La reprise d’une culture infectée de virus étranger en tant qu’ino- 
culum pour la méme sorte de cellules a amené une augmentation de la 
netteté des lésions (cellules de Bombyx et virus de Saturnia). 

Il apparait que in vitro la spécificité d’un virus de polyédrie n’est 
pas limitée aux cellules de l’insecte-héte. L’affinité a des degrés diffé- 
rents selon le virus et les cellules. Une faculté d’adaptation des virus 
d’insectes 4 des cellules étrangéres se dégage également et on peut 
penser qu’un phénoméne semblable, 4 un degré bien moindre, peut se 
produire aussi dans l’organisme vivant (fig. 4). 


c) CULTURE DE VIRUS DANS DES FRAGMENTS D’ORGANES. 

Comme exposé plus haut, il est possible de maintenir en milieu 
de culture des morceaux d’organes prélevés par voie de biopsie sur 
insectes vivants. Nous avons pensé alors a utiliser ces fragments 
pour assurer le développement des virus. 

Les fragments d’ovaire nymphal de B. mort maintenus en culture 
selon la technique déja relatée sont inoculés avec Borrelinavirus 
purifiés, & partir de ’hémolymphe, par centrifugation différentielle. 
Les mouvements de contraction du tube ovarique s’arrétent’ au bout 
de 2 A 3 jours et l’explant change d’aspect. 
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Le fragment d’organe étalé ou en préparations histologiques, 
présente le développement de corps d’inclusion de virus a l’intérieur 
du noyau des cellules périphériques. ; 

Des tubes ovariques entiers ont également été infectés de la méme 
maniére et on a pu assister, méme dans ces cas, a lévolution de la 
virose. 

Ces essais présentent un principe d’étude de l’action virusale qui 
réalise des conditions comprises entre celles de la culture classique de 
tissus et celles de ’organisme vivant. 


Conclusions 


Les travaux dont nous venons de présenter les résumés groupés 
par problémes, sont en réalité des fragments d’études intercalés et 
échelonnés sur plus de cing années. 

Le but définitif étant la possibilité d’effectuer des recherches 
in vitro en virologie d’insectes, une premiere série de résultats concerne 
la mise au point des cultures cellulaires. 


L’application des données concernant les milieux simplifiés, la 
congélation de ’hémolymphe, les facteurs de croissance, les lignées 
cellulaires, la polyvalence des milieux, la culture de cellules dispersées, 
se traduit actuellement dans notre laboratoire par l’emploi de la 
culture des tissus d’une facon aussi courante que celui des cultures 
bactériennes par exemple. 


% 


Ces cultures ont permis de réaliser certaines études virologiques 
et d’obtenir des précisions concernant la spécificité des virus, leur 
adaptation et la morphologie ultra-microscopique de leurs phases de 
développement sur les points difficiles & aborder dans l’organisme 
vivant. 


Le réle important des cultures de tissus pour faire progresser la 
virologie des insectes est de plus en plus reconnu et plusieurs chercheurs 
ont entrepris des travaux dans cette voie. Pour l’avenir certains 
travaux nous paraissent particulierement indiqués pour rendre les 
cultures de tissus d’Invertébrés aussi aptes A l’étude virologique que 
les cultures de cellules de Vertébrés. 


Ainsi, des précisions complémentaires sont avant tout nécessaires 
en ce qui concerne les facteurs de croissance afin de permettre des 
mitoses plus rapides ou un démarrage plus sar des lignées cellulaires. 
A ce sujet, des travaux physiologiques préalables mais approfondis 
seraient indispensables. 

Une autre tache conditionnant l’emploi plus large des cultures 
consiste dans le perfectionnement de la culture en couches monocellu- 
laires apres dispersion enzymatique des cellules. 


_ Enfin, soulignons l’opportunité d’essayer l’isolement, a partir 
@insectes, de souches cellulaires de nature néoplasmique, faciles a 
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entretenir en lignées ininterrompues pendant une durée pratiquement 
illimitée telles les souches Hela ou K.B. qui rendent A Vheure actuelle 
de tres grands services dans les travaux de virologie médicale. 


Les progrés réalisés dans ces voies permettraient alors d’intensifier 
certains travaux d’ordre virologique liés plus spécialement a la culture 
de tissus. Mentionnons A ce sujet et avant tout la microscopie électro- 
nique de la pathogénése intracellulaire des polyédries, des eranuloses 
et des viroses sans inclusions. L’étude microchimique de la déviation 
du métabolisme pendant l’infection virusale pourrait étre effectuée A 
échelle cellulaire. D’un autre cété l’adaptation des virus, les muta- 
tions et les séro-tests sont a suivre in vitro. Enfin, la multiplication 
des corps d’inclusion en vue d’applications pratiques serait peut-étre 
réalisable sur couches cellulaires ou sur organes en survie. 


SUMMARY 


In vitro tissues multiplication which has been obtained with the Vertebrates 
more than twenty years ago, is handly studied at all with the Invertebrates. 

The author gives an account of the experiences of cultivating insect cells 
and of the particular difficulties dealing with them and he seems up his own 
searches : 

— obtention of cellular strains of insect tissues « in vitro », 

— preparation of a half-synthetic medium with hydrolysated proteins, 

— culture of chrysalids ovaries, 

— demonstration of some polyvalency of the mediums, 

— realisation of the survival of organ fragments, 

— preparation of micro-recipients for tissues culture. 

With these cultures several virological studies have been achieved : 

— electron microscopy of the intranuclear pathogenesis of Borrelinavirus 
in tissues culture, 

— multiplication of insect viruses in the cells of foreign species, 

— culture of insect viruses in fragments of surviving organs. 


Suggestions were given for the orientation of searches in order to develop 
tissue culture and study the problems that such cultures could help to solve in the 
future. 
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OBSERVATIONS 
ON THE SEASONAL INCIDENCE OF MICROSPORIDIOSIS 
IN EUROPEAN CORN BORER POPULATIONS IN ILLINOIS (*) 


BY 


JoHN Paut Kramer (**) 


Introduction 


STEINHAUS (1951) found larval European corn borers, Pyrausta 
nubilalis (HUBNER), from Iowa, New Jersey, Ohio, and South Dakota 
infected with Perezia pyraustae PAILLOT. His is the first authenticated 
report of a microsporidiosis in P. nubilalis in the United States of 
America; earlier unsubstantiated reports are discussed by Hatt (1952). 
ZIMMACK et al. (1954) reported the presence of Perezia infections 
in larval borers collected in other states including Michigan, Minnesota, 
and Wisconsin as well as Illinois. It is highly probable that 
P. pyraustae also occurs in other states where the host is found. 

A detailed study of the microsporidiosis in question was initiated 
at the Illinois Natural History Survey in Urbana about four years 
ago. The work reported here was undertaken in the hope that a 
study on the seasonal incidence of the disease might reveal some 
information pertaining to the manner in which P. pyraustae acts to 
suppress populations of P. nubilalis in the field. Other data relative 
to the parasite and the host-parasite relationships are the topics of 
other papers (KRAMER, 1959 a and 1959 b). 


Materials and Methods 


From 1954 through 1957, collections of living and dead fifth 
instar larvae were made in mid-October to mid-November and in 
mid-April to mid-May in 28 counties in Illinois, primarily in the central 


(*) An abridgment of a portion of a thesis submitted. in partial fulfillment of 
the requirements for the degree Doctor of Philosophy in the Graduate College of the 


University of Illinois, 1958. : 
(**) Present address : Department of Entomology, North Carolina State College, 


Raleigh, North Carolina, U.S.A. 
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corn belt, by personnel of the Illinois Natural History Survey. 


PAUL KRAMER 


Indi- 


vidual homogenates were made from the more than 1 700 specimens 


collected. 


Sue SOW | WINNEBAGO BOONE) McHENRY 
ard | Li: 


OGLE 


WOODFORD 


cLay 


Counties in Illinois where 


BiTs. 


P. pyraustae-infected P. nubilalis 


were found. 


(Note : Jersey Co. included here was not 


considered in the main body of this study). 


table 2. 


Samples of the homogenates were examined microscopically. 


Diagnosis of the disease in 
each case was based upon the 
presence or absence of spores 
in these samples. The sources 
and numbers of larvae exami- 
ned are given in table 1. 

In order to discover what 
effects, if any, abnormal wea- 
ther conditions might have on 
infected P. nubilalis popu- 
lations, living and dead pupae 
were collected in five counties 
in the middle of June, 1956. 
Normally this period exhibits 
some tendency toward spring- 
like conditions in central Illi- 
nois but such a tendency was 
missing in 1956. Instead, this 
period reminded one of an ave- 
rage July with its hot and dry 
weather. The specimens in 
this sample were also assayed 
for the presence of microspo- 
ridian spores. The sources and 
numbers of pupae examined 
are given in table 3. 


Results 


The proportion of larvae 
which harbored spores of Pe- 
reztia in each population sample 
is given in table 1. These data 
were pooled on an annual and 
seasonal basis as indicated in 


The known geographic distribution of Perezia pyraustae based 
upon the information gathered from the field is shown in figure 1. 


Discussion 


Infected larvae. were found in 24 of the 25 counties surveyed. 
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Hence, it appears that P. pyraustae is now widely distributed within 


populations of P. nwbilalis in Mlinois. 


Table 3. Incidence of P. pyraustae infections in populations of 
living and dead P. nubilalis pupae collected after a period 
of unseasonably high temperatures in June, 1956. 


Eee 
S.3._ eeeeeee—————__—K—_—_—_—<_—_—_—_—_—— 


Collection Site F Pupae 
(County) Date Living Dead 
Ford 6/15 0/6* 27/27 
Knox 6/16 4/14 17/17 
Champaign 6/18 0/4 18/18 
Lee 6/19 0/3 15/16 
Vermillion 6/19 0/5 11/12 
ee ee eee 
Totals 4/32 88/90 
% Infected 13 98 


*Denotes proportion of borer sample infected. 


Marked seasonal fluctuations in the incidence of the parasite were 
noted in the populations sampled (see table 2). In populations of 
living fifth instar larvae which entered hibernation in the fall, the 
average incidence of infection was 52 % over a period of four years. 
Prior to the period of pupation in the spring, the average incidence 
of infection in that segment of the population which survived was 
only 19 % over a two-year average. For the same period, the average 
incidence of P. pyraustae among individuals which perished during 
the rigors of winter was 91 %. Hence, mortality resulting from the 
stress of winter was greater in that segment of the population which 
was infected. 

Another reduction in the infected segment of the population 
which was also associated with weather conditions was observed 
following the period of unseasonably hot spring weather (see table 3). 
The incidence of Perezia among dead pupae observed at this time 
was 98 % while only 13 % of the living pupae were so infected. Hence, 
infected borers appear to be more sensitive to high temperatures than 
their disease-free counterparts. 

Based upon the study reported here, it seems evident that the 
debilitating effects of microsporidiosis on P. nuwbilalis populations 

are directly associated with temperature factors. Thus, it appears 
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that the cold of winter and the heat of summer are factors of stress 
which interact with this disease to cause mortality in European corn 
borer populations. 


SUMMARY 


Examinations of living and dead larval Pyrausta nubilalis (“tGBNER) collected 
in the field over a four-year period indicate that infections caused by Perezia pyraustae 
PAILLOT are widely distributed within populations of P. nubilalis in Illinois. 

Observed fluctuations in the incidence of the parasite among living and dead 
insects collected in various seasons was taken as evidence that the diccase interacts 
with temperature to cause mortality in populations of the host. 
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RESUME 


Des examens des larves vivantes et mortes de Pyrausta nubilalis (wUBNER) 
collectées dans les champs pendant quatre années consécutives indiquent que des 
infections par Perezia pyraustae pAatLLor sont tres fréquentes dans les populations 
de P. nubilalis en Illinois (Etats-Unis). 

Les fluctuations observées dans l’incidence du parasite dans les insectes vivants 
et morts recueillis pendant plusieurs saisons montrent que la maladie est influencée 
par la température, celle-ci occasionnant la mortalité dans les populations de l’héte. 
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TECHNIQUE D’ELEVAGE DE CHELONUS CONTRACTUS ness. 
PARASITE DE PHTHORIMEA OCELLATELLA poyp. 


PAR 


V. LABEYRIE 


Les Chelonus (Braconidae) sont des endoparasites solitaires des 
ceufs de Lépidoptéres, dont VaNncr (18) a étudié la biologie chez 
C. annulipes. Ils pondent dans les embryons et poursuivent leur déve- 
loppement larvaire dans les chenilles de ’héte. Le cocon est externe, 
la larve du dernier stade sortant de la chenille de ’héte quand cette 
derniere a achevé son développement et tissé son cocon. 

Les insectes du genre Chelonus ont été utilisés 4 de nombreuses 
reprises pour détruire différents Lépidopteres phytophages (2, 5, 11, 
15). L’utilisation de souches de Chelonus annulipes wrsm. et de 
C. inanitus L. récoltées en France, pour lutter respectivement contre 
Pyrausta nubilalis uBn. et Etiella zinchenella TRETT., a permis l’adapta- 
tion de ces Braconides a leurs nouveaux biotopes, le premier dans 
plusieurs régions des U.S.A. (3, 12) et le second en Californie (6). 

En Australie, l’introduction d’une souche américaine de Chelonus 
phthorimaeae GAH. pour combattre Gnorvmoschema operculella ZELL. 
a donné des résultats positifs (20). 

L’utilisation de Chelonus dans la lutte biologique a entrainé la 
recherche d’hétes inhabituels, soit pour permettre la lutte contre ces 
derniers (9, 1), soit pour faciliter la multiplication de ’entomophage; 
Ephestia kuehniella ze... a été largement utilisé pour propager Chelonus 
tevanus CRESS. (17), C. sulcatus. NEES. (10), C. blackburni cam. et 
C. pectinophorae cusum. (14). 

Chelonus contractus NEES. a été obtenu de différentes régions 
d’Europe (7, 13, 16) de chenilles de Phthorimea ocellatella BoyD. Cou- 
TURIER a constaté la présence d’une parthénogénese thélytoque chez 
les spécimens récoltés dans le nord-est de la France. I] émettait Phypo- 
thése d’une thélytoquie géographique en raison du fait que les Chelonus 
annulipes wxsm., récoltés par VANCE (18) en Italie, étaient bisexués; 
Vaire de répartition de l’espéce thélytoque étant suivant son hypothése 
plus septentrionale que celle de l’espece bisexuée. 
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Les récoltes répétées de C. contractus exclusivement thélytoques 
a Hyéres (Var) nous laissent supposer que ce type de parthénogénése 
est général dans l’espéce (*). Cette particularité permet d’envisager la 
multiplication artificielle de cet entomophage car elle évite les varia- 
tions du taux sexuel fréquemment observées dans I’élevage des hymé- 
nopteres parasites. 

En présence des difficultés rencontrées pour parvenir a réaliser 
un élevage permanent de Phthorimea ocellatella, nous avons recherché 
utilisation d’un hdte plus pratique. Des essais de laboratoires nous ont 
montré la possibilité d’obtenir le développement de C. contractus sur 
Gnorimoschema opercullella ZELL. 

La technique servant a la production de Macrocentrus ancylivorus 
ROH. & partir de Gnorimoschema operculella (10) peut donc étre utilisée 
avec quelques modifications résultant de particularités biologiques de 
C. contractus. 

Les femelles du parasite, au lieu d’étre introduites en présence 
des jeunes chenilles dans les cages de développement larvaire, comme 
cela est pratiqué pour l’élevage de M. ancylivorus, sont mises en 
contact des toiles de ponte. 

Le cadre portant la toile de ponte chargée d’ceufs provenant du 
pondoir de G. operculella est placée sur un pondoir identique contenant 
les femelles de C. contractus. Les récipients de la partie inférieure de 
ce dernier servent exclusivement a lalimentation des parasites intro- 
duits adultes par une ouverture latérale. 


Le nombre de femelles de parasites a utiliser par pondoir dépend 
du nombre d’ceufs portés par la toile. Le superparasitisme augmentant 
comme dans le cas de C. tenavus (17) avec la densité relative des 
parasites. 

Pour une toile de ponte portant de 3000 4 5000 ceufs, l’intro- 
duction de 50 femelles est largement suffisante. Celles-ci peuvent étre 
utilisées dés leur sortie. Quoique nos essais ne nous permettent pas de 
noter avec certitude, comme cela a été observé sur C. annulipes (19), 
si la mortalité larvaire dépend de l’Age de lceuf de l’héte dans lequel 
a été effectué la ponte, il semble qu’a 27 °C, il y ait intérét A fournir 
aux femelles les toiles 12 4 24 heures aprés leur retrait du pondoir de 
G. operculella. 


La toile de ponte doit étre changée tous les jours. Le cycle de 
C. contractus s’adapte comme dans le cas des espéces voisines (4) 
étroitement a celui de son héte. Les sorties des adultes des deux espéces 
ont lieu & peu pres simultanément. Il est done nécessaire pour obtenir 
la séparation de ’héte et du parasite, d’utiliser la technique américaine 


(*) Bien que ces insectes aient été déterminés comme Chelonus depressus wsm. 
par M. van Granam du British Museum, nous avons conservé le nom de Chelonus 
contractus Nees, M. GRaNncer ayant précisé quil s’agissait de lespéce étudiée par 
M. Coururier, tout en confirmant le nom de cette derniére. 
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mise au point pour dissoudre les cocons de G. operculella et récolter 
ceux de M. ancylivorus (8). Le pourcentage de sortie des adultes n’est 
pas affecté par le traitement. 


A 27 °C, le cycle demande 30 4 35 jours suivant l’Age des ceufs 
au moment de leur utilisation. 


La production de C. contractus sur G. operculella s’avere ainsi 
bien plus aisée que celle de M. ancylivorus. La thélytoquie augmente 
considérablement le rendement, par une élévation du taux des parasites 
utilisables. 


La facilité avec laquelle l’élevage de C. contractus sur G. operculella 
peut étre réalisé donne le moyen de disposer de quantités suffisantes 
d’insectes pour effectuer dans les régions d’acclimatation éventuelles 
des études biologiques complémentaires. 


En particulier, il parait nécessaire de contrdéler si la grande facilité 
avec laquelle les especes du genre Chelonus acceptent de pondre dans 
les hétes inhabituels, tout en facilitant la survie dans la nature par 
Putilisation d’hétes complémentaires, ne provoque l’abandon, tout 


Xx 


au moins partiel, de l’hote phytophage a combattre. 


L’utilisation de C. contractus soit pour lintroduction dans des 
zones ou il n’appartient pas au complexe de P. ocellatella, soit pour 
renforcer son action dans la nature dans des régions ot il a une action 
parasitaire insuffisante, peut ainsi étre envisagée par sa multiplication 


x 


intensive a partir de G. operculella. 


SUMMARY 


The Braconid, Chelonus contractus NEES, egg endoparasite of Phthorimea 
ocellatella BoyD, in S.E. of France, presents only females in his progeny. Its breeding 
is easy with the help of the small wax moth : Gnorimoschema operculella zELL. 
The mass breeding is inspired from method that we established for the production 
of Macrocentrus ancylivorus ROH. 
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= EXPERIMENTELLE UNTERSUCHUNGEN 
UBER DEN NESTBAU DER WALDAMEISEN. 
NESTHUGEL UND VOLKSTARKE 


VON 


RoiF Lance (*) 


I. Einleitung 


Im Rahmen der biologischen Bereinigung von Schiadlingsplagen 
haben die rauberischen Vélker der Roten Waldameise Bedeutung 
erlangt. Vorangetrieben durch die Arbeiten GésswaLp’s (2) und 
WELLENSTEIN’S (10) sind zahlreiche kiinstliche Kolonien entstanden. 

Untersuchungen, die mit diesen neuangelegten Nestverbainden 
oder auch mit alten Stammnestern durchgeftihrt werden, machen es 
haufig notig, Zustand und Entwicklung der Volker zu vergleichen. 
Bisher liegt nur ein Versuch vor, durch Schaétzung der Individuenzahl 
und Vermessung des Nesthiigels die Bevélkerungszunahme junger 
Ableger tiber mehrere Jahre hin zu verfolgen (3). 

Bei Beobachtung einer Formica polyctena-Kolonie findet man 
haufig innerhalb derselben Kolonie sehr kleine, aber auch sehr grosse 
Nesthiigel und ist versucht, die unterschiedliche Nestgrésse mit einem 
unterschiedlichen Individuenreichtum der Volker in Verbindung zu 
bringen, wobei einem grossen Nest eine hohe, einem kleinen Nest aber 
nur eine geringe Individuenzahl zugeschrieben wird. Benutzt man 
die Ausmasse eines Nesthiigels als Gradmesser fiir den Gesamtzustand 
eines Volkes, dann muss vorausgesetzt werden, dass alle anfanglich 
kleinen Nester schliesslich das Format von Riesennestern erreichen 
und dabei die Gréssenzunahme des Hiigels einer Vergrosserung der 
Population direkt. entspricht. 

Durch Beobachtungen an Freilandnestern war aber festgestellt 
worden, dass die Nestformen der gleichen Art betrachtlich variieren 


(*) Die Arbeit wurde im Rahmen eines Forschungsvorhabens der Deutschen 
Forschungsgemeinschaft durchgefiihrt, der ich auch an dieser Stelle fiir die gewahrte 
Unterstiitzung danke. 
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und offenbar Regulationsfaktoren des Feuchtigkeits — und Warme- 
haushaltes darstellen (6, 7, 8; hier weitere Literatur). Wird die 
Nestbauweise der Waldameisen weitgehend von klimatischen Faktoren 
beeinflusst, dann sind Ausmasse des Nesthiigels oder dessen Raum- 
inhalt nicht oder nur mit Einschrankungen als Mass fiir das Volks- 
wachstum zu verwenden. 

Ziel der Arbeit soll es daher sein, die Nestbauweise von Formica 
rufa t. und Formica polyctena FORST. unter verschiedenen Tempera- 
turbedingungen im Experiment zu priifen und ihre Veranderungen 
festzuhalten. 

Herrn R. Gauss, Wittental, danke ich fiir die Anfertigung der 
Zeichnung. 


2. Material und Methoden 


An den Untersuchungen waren drei Vélker beteiligt. 
1. Formica rufa Lt. (monogyn) aus Walldorf/Baden, Formicar 12 
2. Formica polyctena FORST. aus G6tzingen/Baden, Formicar 9 
3. Formica polyctena FORST. aus Neustadt/Pfalz, Formicar 11. 


Je ca 30009 2 wurden in Formicaren nach G6sswaLp & BiErR (4) 
angesetzt. Die Anzahl der Weibchen pro Formicar war verschieden. 
Der Nestteil der Formicare, eine Glasarena von 23,5 x 20,5 em 
Grundflache und 33 cm Héhe, enthielt einen einmalig schwach an- 
gefeuchteten Gipsboden, eine Torfplatte und die jeweils gleiche Menge 


AxsB. 1, — Versuchsanordnung, nihere Erklarung im Text. 
B : Brutkammern; I ; Infrarot-Lampe; K : Kiihlwanne; N : Nestteil. 
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Nestmaterial (Fichten- und Tannennadeln und Triebachsen). Diese 
Nestarena stand in einer Zinkblechwanne, die bis zur Héhe von 4 em 
mit fliessendem Wasser versorgt wurde. Uber dem Nestteil hing 
in fiir die einzelnen Versuche unterschiedlicher Héhe eine Infrarot- 
Lampe, 150 W, der Firma Radium (4bb. 1). An den Nestteil schlossen 
sich die Brutkammern und daran die Futterarena an. V eranderungen, 
die wahrend der Versuche in letztgenannten Teilen des Formicars 
entstanden, wurden nicht registriert. 


3. Die Abanderung der Nestform 


Die Versuche fanden zwischen September und Dezember 1957 
in einem abgedeckten und geheizten Glashaus statt. Die taiglichen 
Temperaturen im Glashaus schwankten. Sie iiberstiegen nur verhalt- 
nismassig selten 25 °C. und dann auch nur kurzfristig. Bei Erreichen 
dieser Temperatur wurde die Heizlampe abgestellt. 

Die Formicare waren allseits etwa gleichmassig belichtet. Nach 
ZAHN (12) ist die Bauweise nicht an die Richtung des einfallenden 
Lichtes gebunden. 

Die auf Grund der Versuchsbedingungen vorgenommenen bau- 
lichen Veraénderungen des Nesthtigels wurden fiir die Formicarvélker 
9 und 11 zeichnerisch festgehalten, fiir das Volk aus Formicar 12 
zeichnerisch und z.T. fotografisch. In den Abb. 2 - 4 sind nur die 
baulichen Veradnderungen im Nestteil des Formicars 12 wiedergegeben. 
Sofern die Bauweisen der beiden anderen Vélker wesentlich von der 
des Volkes 12 abwichen, ist dies vermerkt. 


A. Diz AUSGANGSSITUATION. 

Unmittelbar nach dem Einsetzen der Versuchsvolker in die 
Formicare wurde die Wasserkiihlung in Betrieb genommen und die 
Infrarot-Lampe 48 cm iiber dem Boden des Nestteiles installiert. 
Messungen der Nesttemperaturen konnten aus technischen Griinden 
nicht vorgenommen werden. 

30 Tage nach Versuchsbeginn wurde die Form des Nesthiigels 
festgehalten (4bb. 2). In allen drei Formicaren, die nicht gleich- 
zeitig im Versuch waren, herrschte deutlich die Tendenz zum Bau 
eines Flachnestes oder einer stark abgeflachten Kuppel vor. Nach der 
ersten Bauphase, die durch die Errichtung des Nesthigels gekenn- 
zeichnet war, fiihrten die Bauarbeiterinnen hauptsachlich Minierar- 
beiten an der Torfplatte durch. 


B. Nacu VERRINGERUNG DER WARMEEINSTRAHLUNG. 

Am 31. Versuchstag wurde die Entfernung der Infrarot-Lampe 
auf 100 cm iiber dem Boden der Nestarena vergréssert. Wenige Stunden 
danach begannen intensive Arbeiten an der Nestkuppel. Die Ameisen 
trugen das Nestmaterial an der Seite der Nestarena, die den Brut- 
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kammern am nachsten lag, steil zusammen. Es entstand die typische 
Form eines Spitzkegels (Abb. 3). Dabei wurde der Gummistutzen 
zu den Brutkammern vollig in den Hiigel eingebaut, nur in Formicar 11 
war er eben noch sichtbar. 10 Tage spater war die Bautatigkeit an der 
Nestkuppel weitgehend erloschen. Uberwiegend trugen die Bauar- 
beiterinnen wieder Torfpartikel. 


C. ERNEUTE VERSTARKUNG DER WARMEEINSTRAHLUNG. 


41 Tage nach Versuchsbeginn verringerte ich den Abstand der 
Infrarot-Lampe auf 36 cm iiber dem Formicarboden. Gleichzeitig 
wurde die Kihlung abgestellt und das Wasser aus der Kihlwanne 
entfernt. Jetzt begann ein Prozess, der normalerweise im Freiland 
nicht oder nur in sehr geringem Umfang beobachtet werden kann : 
der Abbau der Nestkuppel. Im allgemeinen verlasst ei Volk das 
Nest und baut ein neues auf. Im Formicar bauten nur zwei Volker, 
9 und 12, die Nestkuppel deutlich ab. Sie warfen die Nadeln an den 
steilsten Seiten des Kegels hinab. Die Tatigkeit machte nicht den 
Eindruck eines planvollen Abbaus. Das in Abb. 4 gezeigte Stadium 
war nach etwa 5 Tagen erreicht und anderte sich danach kaum noch. 

Durch Vergrésserung des Lampenabstandes und Einschalten der 
Wasserktihlung less sich in beiden Formicaren erneut der Aufbau 
eines Spitzkegels, wie in Abb. 3, erzielen. 


4. Formen der Naturnester 


Am haufigsten findet man im Freiland zwei Nesttypen, das Kegel- 
nest und das Flachnest. Sie werden entsprechend den Erfordernissen 
und Moglichkeiten des Warme— und wahrscheinlich auch des Feuch- 
tigkeitshaushaltes variiert. 


Im dunklen Bestandesinnern finden sich fast ausschliesslich 
Spitzkegelnester, am Bestandesrand treten des 6fteren Flachnester 
auf. Daneben gibt es die absonderlichsten Konstruktionen : Nester 
mit zwei Spitzen, nasenartige Vorspriinge oder eine Reihe kleinerer 
Hiigel vor dem eigentlichen Nest. Auf Sandboden kann man haufig 
_Nester finden, die durch einen unter dem Bodenniveau liegenden 
Hiigel auffallen. 


In reinen Laubwildern sind die Nesthiigel meist nur von geringer 
Grosse, gleichwohl sind die Staaten ausserordentlich volkreich. 


Zahlreiche weitere Angaben iiber die Nestbauweise der Wald- 
ameisen sind bei GésswaLp (2) und WELLENSTEIN (8) ersichtlich. 


5. Nestgrésse und Bevélkerungszahl 


fi Die vorausgegangenen Experimente zeigen, dass die Nestform 
sich durch Temperaturveriinderungen beeinflussen lisst. Die Abin- 


Ass. 2. — Flachnest bei intensiver Warmeeinstrahlung. 
Ass. 3. — Spitzkegelnest nach Verringerung der Warmeeinstrahlung. 


Ass. 4. — Nestform nach Abbau des Spitzkegels infolge erneuter Verstarkung 
der Warmeeinstrahlung. 
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derungen wurden von artverschiedenen V6lkern gleichsinnig durch- 
gefihrt. 

ZAHN (12) konnte experimentell nachweisen, dass nach Befeuch- 
tung des Nestmaterials rege Bautatigkeit einsetzt. Bei grosser Feuchtig- 
keit im Nest waren die Anschiittungen steiler als bei Trockenheit. Dies 
ist der Nachweis fiir die bekannte Tatsache, dass bei feuchter Witte- 
rung die Nesthiigel steiler, mithin héher gebaut werden. 

Nun werden aber Nesthiigel, die, gleich aus welchem Grund, 
hdher gebaut werden miissen, auch oft im Durchmesser vergrossert. 
So entstenen Riesennester, deren geringe Bevélkerungszahl oft in 
keinem Verhiltnis zur Nestgrésse steht. Gleichgrosse Nester missen 
keinesfalls annihernd dieselbe Ameisenzahl beherbergen. Im Friih- 
jahr, wenn die Aussendiensttitigkeit voll angelaufen ist, kann man 
sich durch Offnen der Nester von den Bevélkerungsunterschieden 
annahernd gleichgrosser Nester iiberzeugen. Die Ameisen finden sich 
zu diesem Zeitpunkt in grossen Massen im oberirdischen Nestteil in 
der Nahe der Brut. 

Vergleichbar in ihrer Entwicklung sind nur solche Vélker, die 
gleich alt sind und unter gleichen oder annahernd gleichen Bedingun- 
gen leben. Diese Forderungen sind nur selten erfiillt. 


Vollig unvergleichbar in ihrer Bevélkerungsentwicklung auf 
Grund von Nestmassen sind Staaten aus verschiedenen Biotopen. 


Die Nester der Kahlriickigen Waldameise (Formica polyctena 
FORST.) und in geringem Umfang auch der Roten Waldameise (Formica 
rufa u.) werden heute vielfach durch Drahthauben vor Zerst6rung 
durch Mensch und Tier geschiitzt. Die so geschiitzten Volker zeichnen 
sich haufig durch ein besonders schnelles Wachstum der Nesthiigel 
aus, was auf eine Verminderung der die Ameisenpopulation dezimie- 
renden Einfliisse zuriickgefiihrt wird. Ohne diese Ansicht anzuzwei- 
feln, méchte ich eine weitere Erklarungsméglichkeit fiir das schnelle 
und stérkere Wachstum der Nesthiigel geschiitzter Volker geben. 


Auf eine Verinderung der einstrahlenden Warmemenge antworten 
die Ameisen mit einer Abanderung der Nestform. Die engmaschigen 
Drahthauben und daran haftende Pflanzenteile vermindern zweifels- 
ohne die Menge der auf die Nestoberflache einfallenden Wiarme- 
strahlung. Daneben scheinen Auswirkungen auf den Feuchtigkeitshaus- 
halt denkbar. Die Folge davon ist, dass die Ameisen steiler und inten- 
siver bauen, um das beschattende Objekt zu iiberwinden. Die Draht- 
haube wird teilweise oder ganz in den Nesthiigel eingebaut. Im Innern 
des Nesthiigels errichten die 8 & ein Warmezentrum. Sie vermégen 
dies, indem die auf der Nestober-fliche und in Nestnihe eingefangene 
Sonnenwiirme von bestimmten Arbeitsdiensten ins Nest getragen 
und dort in der kiihleren Umgebung wieder abgegeben wird, wie 
Untersuchungen von Gésswatp & Brer (4) und Zann (12) wahr- 
scheinlich machen. Es ware nun denkbar, dass das in den Nesthiigel 
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eingebaute Drahtnetz bei ungiinstiger Lage in unerwiinschtem Masse 
durch Warmeableitung die Aufrechterhaltung der fiir die Brutauf- 
zucht notwendigen Temperaturen erschwert und unter Umstinden 
die Zahl der aufgezogenen Bruten beeinflusst. 

Ks wiirde sich als zweckmissig erweisen, diese hypothetischen 
Erwagungen in stadtfernen Gebieten, wo der zerstérende Einfluss 
der Menschen geringer ist, zu tiberpriifen. Das Absterben einzelner 
Nester oder ganzer Kolonien ist meines Erachtens nicht nur auf den 
zerstorenden Einfluss des Menschen oder tierischer Nutzniesser zuriick- 
zufiihren. Die experimentellen Grundlagen fiir diese Ansicht auf- 
zuzeigen soll einer spateren Arbeit vorbehalten bleiben. 


Der Nestschutz und die damit verbundenen Pflegearbeiten ver- 
ursachen betrachtliche Kosten. Ihr Wegfall wiirde die Wiederansied- 
lung der niitzlichen Waldameisen attraktiver gestalten. Es wire auch 
dann eine grosse Erleichterung der praktischen Arbeiten und eine 


Kostensenkung, wenn nur ein zeitlicher Schutz — unmittelbar nach 
dem Aussetzen bis zum Einarbeiten in den Boden — erforderlich 
ware. 


6. Erérterungen 


Da die Groésse des Nesthtigels sich als Mass fiir Bevélkerungsbe- 
wegungen nur sehr bedingt verwenden lasst, mtissen Methoden gesucht 
werden, die eine bessere Auskunft tiber die Bevélkerungsentwicklung 
geben. Schaétzungen der Bevélkerungsstaérke und des Zuwachses (3) 
setzen eine sehr grosse Erfahrung voraus und sind deshalb nicht von 
jedermann durchfihrbar. Bei Schaétzungen des Bevélkerungszuwachses 
frisch ausgesetzter Ableger muss man einkalkulieren, dass die Ent- 
wicklungszeit vom Ei bis zur Imago mindestens 4 Wochen dauert, 
dass aus dem ersten Eigelege zumeist Geschlechtstiere entstehen, die 
keinen effektiven Bevélkerungszuwachs darstellen und dass die Repro- 
duktionskraft einer polygynen Ko6nigin gering ist (1; siehe Formica 
rufa rufo-pratensis minor). 

Als Méglichkeit, die Bevélkerungsentwicklung festzuhalten, bieten 
sich Zahlungen bestimmter Arbeitsdienste an. Uber die methodischen 
Schwierigkeiten hierbei berichtete WELLENSTEIN (9, 11). MULLER (6) 
zihlte die Anzahl der Lausbaume, die jedes Volk besucht und die 
Menge der Lausbesucherinnen pro Meter Stamm. Er schaltete damit 
in gewissen Grenzen Fehlerquellen aus (z. B. Laufgeschwindigkeit), 
die durch klimatische Faktoren verursacht werden. 

Zweifelsohne erhalten wir durch solche Zahlungen Aussagen tiber 
die Bevélkerungsbewegungen, da anzunehmen ist, dass der Anteil 
der einzelnen Arbeitsdienste mit steigender Bevolkerungszahl wachst. 


Mit Hilfe der bereits vorliegenden Untersuchungen misste es 
gelingen, eine Methode zu entwickeln, die das Volkswachstum genauer 
als bisher erfassbar macht. 
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7. Zusammenfassung 


1. Die Nestteile dreier Formicare von Formica rufa L. und Formica 
polyctena FORST. wurden mit einer Infrarot-Lampe bestrahlt. Durch 
Verainderungen des Abstandes der Lampe von der Nestarena hessen 
sich charakteristische Anderungen in der Nestbauweise der Ameisen 
erzielen. 

2. Es ist nicht statthaft, das Wachstum des Nesthiigels generell 
als Massstab fiir die Bevélkerungsentwicklung zu verwenden, da der 
Aufbau des oberirdischen Nestes weitgehend von klimatischen Fakto- 
ren beeinflusst wird. 


3. Die Auswirkungen des Schutzes von Ameisennestern mittels 
Drahthauben auf die Nestbauweise werden diskutiert. 


RESUME 

1. Les nids de trois fourmilliéres de Formica rufa L. et F. polyctena FORST. 
furent irradiés avec une lampe 4 infra-rouge. Le déplacement de la lampe par 
rapport au nid a provoqué des modifications caractéristiques dans le mode de 
construction du déme de la fourmillére. 

2. L’augmentation du volume d’un nid ne peut pas étre considérée valablement 
comme l’indication d’un accroissement de la colonie de fourmis car la construction 
du déme de détritus est largement influencée par des facteurs climatiques. 


3. Les effets de la protection des nids de fourmis au moyen d’un grillage 
appliqué sur le déme sont discutés. 


SUMMARY 


1. The nest sections of three formicaria of Formica rufa L. and F. polyctena 
FORST. were heated with an infrared lamp. Characteristic changes in the structure 
of the detritus dome were obtained by changing the distance of the lamp from the 
nest. 

2. The increase of detritus cannot be used as an accurate measure of colony 
growth. The building of the detritus dome is largely influenced by climatic 
factors. 


3. The effects of protecting ant colonies by placing wire mesh over the dome 
are discussed. 
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Dans le présent travail sont exposés les résultats de recherches 
poursuivies durant plusieurs années A Paris, au Laboratoire d’Evolu- 
tion des étres organisés que dirige M. le professeur P.-P. Grassi, 
membre de ]’Institut. M. Grass& n’a cessé de me prodiguer ses judi- 
cieux conseils; il m’a encouragé plus que tout autre, avec une efficacité, 
une amabilité et une confiance sans égales dont je lui serai toujours 
reconnalssant. 

Durant plusieurs années, j’ai bénéficié de aide du Centre national 
de la Recherche scientifique (C.N.R.S.) & qui je dois de pouvoir rester 
en France, pays qui m’a si généreusement accueilli et m’a accordé la 
liberté indispensable au travail de recherche. 

Plusieurs autres maitres francais se sont associés 4 l’aide que 
M. GrassE m/’a prodiguée, et je tiens 4 les remercier ici de tout ce 
quils ont fait pour moi : je pense notamment a M. R. Cuauvin, direc- 
teur du Laboratoire d’apiculture de Bures-sur-Yvette, 4 M. A. Bata- 
cHowsky, chef de service 4 1’Institut Pasteur, mon parrain de recherches, 
a M. E. DELEURANCE, maitre de recherches au C.N.R.S. et a 
M. Cu. Norrot, maitre de conférences a la Sorbonne, qui m’ont aidé 
et conseillé avec une amabilité que je ne saurais oublier . 


Grace 4 MM. L. Cuoparp et E. S&tcuy, professeurs au Labora- 
toire d’entomologie du Muséum, J. Bourcocne, sous-directeur et 
P. VIETTE, j’ai pu travailler au Muséum national d’histoire naturelle 
de Paris dans une atmosphere sympathique et confiante. 


J’ai pu consulter la plupart des travaux énumérés dans ma 
bibliographie grace a l’aide de M. P. Presson, directeur du Laboratoire 
de zoologie de l'Institut national agronomique et de M. J. D’AGUILAR, 
bibliothécaire de la Société entomologique de France. Je leur exprime 
toute ma reconnaissance. % 

Je tiens A remercier encore mes collegues du Laboratoire d’Kvo- 
lution, notamment MM. R. IvencaRr et J. KUTTAMATHIATHU qui m’ont 
aidé a traduire la bibliographie anglaise énumérée ci-dessous, tandis 
que MM. E. Brziortt, directeur du Laboratoire d’entomologie de 
VIL.N.R.A. au Cap d’Antibes et L. PLareaux me fournissaient d’impor- 
tants lots de chrysalides indispensables a la réalisation de mes élevages. 


Enfin, les photographies des planches ci-jointes ont pu étre réalisées 
erace a l’aide précieuse de M. J. Dracesco et H. pe Saint-GrRons. 


** 
ok 
Le présent travail comprend deux parties : dans la premiere 


partie, j’exposerai les techniques qui m’ont permis d’élever des Ichneu- 
monides au laboratoire, puis divers aspects de leur biologie. 
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La seconde partie est consacrée au déterminisme du sexe chez 
les Pimplinae, probleme auquel je me suis particulierement intéressé. 

Je me suis efforcé de poser des problemes nouveaux le plus loin 
possible dans l’inconnu, de sorte que les recherches entreprises consistent 
en un « débroussaillage » des questions abordées. Je n’ai la prétention 
de résoudre aucun probleme définitivement. 

Par contre, il était indispensable de faire une mise au point des 
connaissances acquises, avec révision approfondie de la bibliographie. 
Cette révision, une fois effectuée, je me suis efforeé de comparer les 
observations faites chez les Ichneumonides Pimplinae avec celles qui 
ont été publiées par d’autres auteurs. 
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PREMIERE PARTIE 


OBSERVATIONS BIOLOGIQUES ET ANATOMIQUES 


I. — MATERIEL ET TECHNIQUES 


1. Techniques d’élevage 


A. ELEVAGE DES HOTES. 


Pour pouvoir multiplier les Pimplines, objets des présentes 
recherches, il fallait naturellement trouver des hdtes favorables et 
susceptibles d’étre élevés en grand nombre au laboratoire : des élevages 
du Coléoptere Tenebrio molitor Lt. et du Lépidoptere Ephestia 
ktihniella z. ont d’emblée permis d’obtenir les résultats escomptés. 
Les Pimplines de petite taille furent élevées aux dépens du Lépidop- 
tere, et les parasites de taille moyenne aux dépens du Coléoptere. 
Les Pimpla ¥F. et les Apechthis FOrstT. les plus grandes n’évoluent 
favorablement que dans des chrysalides de Lépidopteres plus volu- 
mineuses, de Pieris brassicae L. ou de Vanesses par exemple. 

J’ai élevé les Tenebrio dans des pots de terre contenant de la 
farine mélée de son, a laquelle j’ajoutais de temps a autre quelques 
morceaux de pain sec et des carottes. En outre, je déposais sur ces 
aliments une couche de coton hydrophile dans lequel les larves péné- 
traient et se dispersaient. Une toile fermait le pot d’ow je retirais les 
nymphes une ou deux fois par semaine. J’ai observé que les nymphes 
de Tenebrio peuvent étre parasitées avec le plus de chances de succes 
a partir de leur formation jusqu’au moment ot les yeux commencent 
de se pigmenter. Plus Agéés, elles sont souvent réfractaires au para- 
sitisme : elles se dessechent ou donnent des Coléopteres plus ou moins 
normaux suivant le traitement qu’elles ont subi de la part des para- 


sites. 
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Les nymphes ainsi sélectionnées étaient ensuite déposées dans 
des boites de Pétri, et placées durant une journée environ 4 11 °C, 
puis introduites dans un réfrigérateur maintenu a 4 °C; je les en retirais 
au bout de plusieurs semaines, voire de plusieurs mois, pour les présen- 
ter aux parasites. La température de 11 °C par contre, ne ralentit pas 
suffisamment le développement des hétes (Ephestia et Tenebrio). Les 
résultats obtenus 4 la température de 4 °C ont été si favorables, que 
je n’ai pas cherché A utiliser d’autres techniques pour la conservation 
de mes insectes (la résistance au froid des Pimplines et de leurs hdtes 
sera étudiée plus en détail dans le chapitre 3). 


De la farine traitée de la méme maniere fut utilisée pour nourrir 
les chenilles d’Ephestia kiihniella z. : j’étalais une couche de farine 
épaisse d’un demi-centimétre a peine, au fond de cristallisoirs ayant 
le plus grand diamétre possible; puis je couvrais le cristallisoir d’une 
toile épaisse aprés y avoir introduit un grand nombre de papillons. 
Quelques semaines aprés, d’innombrables chenilles vivaient dans la 
farine. Aucune n’était visible en surface, mais toutes cherchaient a 
s’enfoncer, et se placaient cdte a cdte au fond du cristallisoir. I] suf- 
fisait de soulever celui-ci et.je voyais par transparence quel stade les 
chenilles avaient atteint. Celles-ci étaient si nombreuses et la couche 
de farine si mince, que presque toutes les chrysalides se formaient 
dans des cocons situés l’un a coté de l’autre au fond du cristallisoir. 
Les chrysalides n’étaient recouvertes d’une épaisse couche de soie 
que vers le haut, et demeuraient parfaitement visibles 4 travers le 
fond du cristallisoir. Cette technique me permettait de retirer facile- 
ment les chrysalides de leur cocon, dés leur formation, sans devoir 
trier inutilement une masse considérable de farine. 


Plus j’introduisais de papillons dans un cristallisoir, et plus les 
chenilles apparaissaient nombreuses, plus les chrysalides étaient 
serrées Jes unes contre les autres, et plus elles étaient petites. Ces 
chrysalides de trés petite taille étaient indispensables pour plusieurs 
expériences qui seront exposées dans la deuxiéme partie (détermi- 
nisme du sexe chez les Pimplinae). 


Comme pour les nymphes de Tenebrio, je ralentissais le déve- 


loppement des chrysalides d’Ephestia par conservation dans un réfri- 
gérateur maintenu a 4 °C, 


Des élevages de chenilles appartenant a d’autres espéces de Lépi- 
dopteres phytophages ont également été effectués dans de grandes 
cages construites avec des plaques de verre fixées l’une A l’autre, A 
lintérieur et 4 l’extérieur, & l’aide de bandes de papier collant transpa- 
rent genre « scotch ». L’un des grands cétés de ces cages était fermé 
uniquement d’une toile & bluter permettant l’aération. Un manchon 
qu'il était facile de fermer avec une ficelle avait été aménagé au milieu 
de cette toile et permettait d’accéder A l’intérieur. Les chenilles placées 
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dans une telle cage, avaient 4 leur disposition des branches avec leur 
feuillage et dont les tiges étaient introduites dans des bouteilles remplies 
d’eau. 


B. ELEVAGE DES PARASITES. 

Les Pimplines étudiées au Laboratoire d’Evolution sont des 
parasites de nymphes ou de chrysalides : Pimpla instigator ¥., P. turio- 
nellae L. (= examinator F.), P. contemplator MULL. (= turionellae auct. 
nec L.), P. flavicovis Tus., P. spuria Grav., Apechthis compunctor tL. 
(= brassicariae popa.), A. resinator THNBG. (= quadridentata Tus.), 
Ttoplectis alternans Grav., I. europeator aus. et I. maculator F. 

Toutes ces especes ont été capturées dans le bois de Vincennes, 
a exception de |’Itoplectis europeator auB. qui est répandue sur toute 
la cote méditerranéenne francaise (AUBERT 1958 et 1959). 


J’ai effectué mes élevages de parasites dans des tubes de verre 
de taille relativement exigué, oti les adultes évoluaient, s’accouplaient 
et pondaient généralement sans difficulté. Les nymphes et les chrysa- 
lides parasitées étaient étiquetées et isolées chacune dans un tube de 
91,2 em fermé d’un bouchon de coton. Tous ces tubes de faible 
diametre étaient disposés dans l’ordre suivant lequel les chrysalides 
avaient été parasitées. 

Chaque jour, des éclosions de parasites imago avaient leu dans 
ces petits tubes. Je retirais aussitot les insectes et les introduisais 
dans des tubes plus grands, de 8 x 2 cm. Ces derniers étaient replacés 
au milieu des plus petits lorsqu’ils contenaient des males. Mais cette 
fois-ci, je les disposais 4 l’envers, le bouchon de coton dirigé dans le 
sens opposé. Ainsi, je reconnaissais facilement (& leur diameétre plus 
grand et a leur orientation) ceux des tubes qui contenaient des parasites 
éclos, et je pouvais les nourrir chaque soir sans perte de temps. Je 
retirais le coton (en dirigeant le fond du tube vers la lumiere qui attire 
Vinsecte), le trempais dans du miel dissous dans de l’eau puis le remet- 
tais en place. 

Quant aux femelles de Pimplines fraichement écloses, je les 
introduisais également dans un tube plus grand, et les mettais en 
présence de males. En général, l’accouplement se produisait aussitot. 
Les femelles qui s’étaient accouplées étaient numérotées, placées un 
jour a 11 °C, puis introduites comme les chrysalides dans un réfrigé- 
rateur maintenu a 4°C. Elles y séjournaient, engourdies, durant 
plusieurs semaines, voire de nombreux mois, jusqu’au jour ou je les 
retirais pour les faire pondre! (voir aussi le chapitre 3). 

Les Pimplinae les plus grandes (P. instigator ¥., Apechthis compunc- 
tor L. notamment), peuvent étre élevées avec la méme facilité que 
les petites espéces; je les plagais simplement dans des tubes plus 


grands (10 X 2,5 cm). 
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Ces techniques m’ont permis d’entretenir des élevages en toutes 
saisons, et d’éviter en automne les inconvénients de la diapause 
(voir chapitre 4). 


Il. — MODE DE VIE DES ADULTES 


2. Fréquence et répartition des Pimplines dans le bois de Vincennes 


Au printemps 1953, la température élevée favorisa la pullulation 
dans le bois de Vincennes, d’un grand nombre d’insectes. J’ai alors 
constaté une protandrie trés nette chez les Ichneumonides Pimplinae : 
en effet, de nombreux males d’Jtoplectis FORsT. volaient en avril 1953 
quelque dix jours avant que les femelles n’apparaissent. Celles-ci 
devinrent communes seulement durant la derniere semaine du mois. 

Cette protandrie printaniere pourrait s’expliquer de la maniére 
suivante : le développement des males est: toujours plus rapide que 
celui des femelles; si les deux sexes hibernent dans la nature au méme 
stade larvaire, il en résulte nécessairement que les males dont le 
développement est plus rapide apparaitront au printemps avant les 
femelles. Ces observations permettent de supposer aussi que les indi- 
vidus n’ayant pas atteint, ou ayant dépassé le stade le plus propice 
a Vhivernage, sont pratiquement éliminés dans la nature. Je ne vois 
pas d’autre explication a la protandrie printaniere des Pimplinae. 
Plusieurs auteurs ont précisément démontré que [hibernation a lieu 
au stade de larve mature chez la plupart des Hyménopteéres parasites 
(FAURE 1926, JAcKSON 1937, Moursr 1946, etc.). 


Exceptionnellement, j’ai aussi capturé quelques femelles précoces 
au début du printemps. On ne peut savoir s’il s’agit d’individus ayant 
hiberné a l’état adulte, ou d’insectes ayant évolué plus rapidement 
dans un endroit bien exposé ot le microclimat était particulitrement 
favorable. La premiére possibilité expliquerait peut-étre que ces 
femelles « précoces », élevées au laboratoire, étaient souvent presque 
stériles et ne donnaient qu’un nombre limité de descendants (?). 


En 1953, les Pimpla contemplator MULL. (= turionellae auct.) 


ne sont apparues qu’en mai, plusieurs semaines aprés les Itoplectis 
FORST. 


Le 30 avril de la méme année, j’ai capturé une unique femelle 
de P. turionellae L. (= ewaminator F.) & partir de laquelle j’obtins des 
milliers de descendants au cours des années qui suivirent. 


Durant l’été, de juin 4 aout, l’aspect de la faune est profondément 
modifié : les [toplectis deviennent rares au moment ot les chrysalides 
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de Tortria viridana L., leur hote principal, commencent de disparaitre. 
Par contre, les Pimpla contemplator Miu. pullulent durant tout l’été. 


Aucune chrysalide de Tortrix viridana u. récoltée dans la nature 
ne m’a procuré de Pimpla contemplator Miuu., mais toujours et en 
grand nombre des Itoplectis maculator ¥. SCHMIEDEKNECHT (1905), 
Cecconi (1912), Mortey (1933), ete. signalent le parasitisme de 
I. maculator ¥. aux dépens de Tortriav viridana .., mais aucun de ces 
auteurs n’inscrit P. contemplator MULL. dans la liste des parasites de 
ce Lépidoptere. Par contre, P. contemplator MULL. s’attaque a de 
nombreux autres Microlépidoptéres. J’ignore cependant aux dépens 
de quels h6étes vivent les P. contemplator MU... si fréquentes en été 
dans le bois de Vincennes. Quoi qu’il en soit, il est manifeste que 
V'Itoplectis maculator ¥. et Pimpla contemplator MULL. ne s’attaquent 
pas aux mémes insectes dans le bois de Vincennes ot elles vivent 
(au moins au printemps) en marge l’une de l’autre (voir aussi cha- 
pitre 7). 


En automne, des la fin de septembre, on observe de nouvelles 
modifications dans l’aspect de la faune : les males deviennent introu- 
vables. De plus, durant l’automne 19538, les femelles de P. contemplator 
MULL. disparurent avant les Itoplectis que j’observai isolément, assez 
tard en octobre. 


Durant les années 1954-1956, les conditions atmosphériques 
furent tres différentes de celles de 1953. Les printemps_froids 
et pluvieux de ces années furent manifestement défavorables aux 
Ichneumonides Pimplinae: en 1955 notamment, ces parasites appa- 
rurent tardivement et en petit nombre. Par contre, les Tortrix viri- 
dana L. poursuivirent leur développement sous la pluie, sans paraitre 
sensiblement affectées. I] en résulta que les Tortriz se métamorpho- 
serent avant que les Itoplectis (leurs ennemis les plus dangereux) 
aient eu l’occasion de les attaquer en nombre. Parmi les chrysalides 
récoltées in natura, une sur 8 ou 10 était parasitée par |’Ltoplectis 
maculator ¥., tandis que le taux de parasitisme atteignait pres de 
50 % en 1953. 

Depuis lautomne 1954, j’ai récolté assez souvent des femelles 
d’Apechthis resinator THNBG. (= 4-dentata THS.), espéce que je n’avais 
jamais capturée dans le Bois de Vincennes durant toute année 1958. 
Par contre, je n’ai presque plus observé de males d’Itoplectis en 1954- 
1956 alors qwils pullulaient en 1953. Les males existaient cependant 
dans le bois, car les femelles étaient normalement fécondées. 


Enfin, je n’ai plus observé en 1954-1956 de décalage dans les 
périodes de vol des Itoplectis et de Pimpla contemplator MULL. Ces 
parasites apparurent presque simultanément au printemps (avec pro- 
tandrie) et je capturai de rares femelles d’Jtoplectis et de nombreuses 
P. contemplator Mit. jusqu’a la fin d’octobre 1956. A cette Epoque, 
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les P. contemplator MULL. étaient visiblement rassemblées en grand 
nombre en des endroits ensoleillés trés restreints ot elles volaient 
lentement au ras du sol. J’ai également observé des males assez tardifs 
sur ces taches de soleil; ils disparurent cependant avant les femelles. 


Il résulte de toutes ces observations que : la fréquence annuelle 
des Pimplinae et leur répartition microclimatique sont trés variables 
dans la nature. Les différences constatées dans la fréquence de ces 
parasites sont dues & de nombreux facteurs dont la complexité est 
évidente : certains de ces facteurs agissent directement sur les para- 
sites (microclimat, etc.) tandis que d’autres agissent indirectement, 
par exemple en favorisant les hétes aux dépens des parasites (ou 
inversement). 


3. Hivernage, survie 4 basse température, effets d’un froid prolongé 


A. LrEs HOTES. 

Dans le chapitre 1, j’ai signalé que les chrysalides utilisées comme 
hOdtes peuvent étre conservées au réfrigérateur a 4°C durant fort 
longtemps avant d’étre parasitées. Cependant, toutes les chrysalides 
ne résistent pas de la méme maniere a un tel traitement. Comme on 
pouvait le prévoir, ce sont les chrysalides qui hibernent normalement 
dans la nature, qui supportent aussi le plus long séjour au réfrigéra- 
teur : Pieris brassicae L. Eudia pavonia u., etc. survivent plus d’une 
année. Les chrysalides d’Ephestia, et les nymphes de Tenebrio par 
contre, ne résistent guere plus de trois mois. 


B. LES PARASITES. 


Hwwernage. — L’hivernage de Pimpla turionellae L. (= exami- 
nator ¥.) & l’état adulte sous les écorces, a été signalé en 1924 déja, 
par SEyric. Kn 1937, Jackson a également fait hiberner a la tempé- 
rature naturelle des femelles de la méme espéce. J’ai A mon tour 
vérifié observation de ces deux auteurs en laissant hiberner A la 
température naturelle, sans abri particulier, des femelles de P. turio- 
nellae L. et d’Itoplectis F6RstT. enfermées dans des tubes. Par contre, 
aucun male de mes élevages ne survécut A ce traitement. 


Je rappelle cependant, que dans la nature, les Pimplinae hibernent 
le plus souvent & I’état de larves matures comme la plupart des Hymé- 
nopteres parasites. 


Survie a basse température. — EKtant donné que les Pimplines 
peuvent hiberner & la température naturelle, il n’est pas étonnant 
qu’elles puissent supporter un trés long séjour au réfrigérateur. Sou- 
vent, des leur éclosion, je plagais brusquement les femelles de mes 
Glevages & 11 °C, puis, le lendemain, A 4 °C, sans qu’elles paraissent 
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etre icommodeées. De méme, elles reeommencaient souvent de pondre 
des leur sortie du réfrigérateur. Leur résistance & un brusque refroi- 
dissement, puis au réchauffement, est un phénoméne indépendant de 
la diapause dont nous parlerons dans le chapitre suivant. 


De méme que hibernation naturelle peut assurer aux insectes 
une survie parfois considérable, de méme, le séjour au réfrigérateur 
augmente souvent la longévité des femelles de Pimplines au point de 
la multiplier par 6 : celle-ci passe en effet, de 4 mois A 2 ans chez 
P. turionellae L. (chiffres maximum observés, voir chapitre 6). 

Les exemples suivants mettent bien en évidence l’étonnante sur- 
vie des femelles de Pimplines conservées 4 basse température. 


La femelle de P. turionellae L. (= examinator F.), n° 73, fut 
fécondée par 3 males le 31 aott 1953, puis séjourna a 4 °C jusqu’au 
20 novembre. Je la sortis alors du réfrigérateur et elle pondit quelques 
ceufs. Toutefois la ponte cessa a partir du 30 novembre (a ce moment, 
il y eut done une diapause dans ce cas particulier), puis elle hiberna 
a la température naturelle, reeommenga de pondre le 30 avril 1954, 
et donna pres de 40 descendants femelles et 105 males avant de mourir 
le 2 aott 1954, une année apres son éclosion (voir tableau 11). 

Une autre femelle de la méme espece (n° 199) sortit d’une chrysa- 
lide le 25 mars 1954. Le jour méme, elle s’accoupla deux fois, puis 
elle séjourna au réfrigérateur, a 4 °C, jusqu’au 17 novembre, soit 
pres de 8 mois! Elle pondit ensuite régulierement 4 la température 
du laboratoire jusqu’a la fin de janvier 1955, produisant 38 descendants 
males et femelles (signalons toutefois, que les descendants de ce dernier 
élevage étaient délicats ou stériles et eurent une vie relativement 
breve). 

Les petites especes, telles que Pimpla contemplator MULL., P. spuria 
GRAY. ou les [toplectis FORST. résistent moins longtemps que P. turio- 
nellae L. aux rigueurs d’un séjour prolongé au réfrigérateur. A la 
température normale, nous verrons que la longévité moyenne de ces 
petites espéces est également plus faible (chapitre 6) : une femelle 
de P. spuria Gray. éclose le 28 juillet 1954, puis maintenue a 4 °C 
jusqu’au 15 novembre, vécut ensuite a la température du laboratoire 
jusqu’au 19 mars 1955. 

Les males, qui ne supportent pas Vhivernage a la température 
naturelle, résistent moins longtemps que les femelles a un séjour 
prolongé 4 basse température. La survie maximum, que j’ai observée 
au réfrigérateur, fut celle de 2 males de P. turionellae L. (= exami- 
nator F.) éclos respectivement le 1¢ juillet et le 9 juillet 1953, et qui 
furent placés & 4°C le jour méme de leur éclosion apres avoir été 
nourris. Ils étaient encore parfaitement vivants lorsque je les retirai 
du réfrigérateur prés de 4 mois et demi plus tard, le 13 octobre 1953. 
Ils moururent respectivement le 18 novembre et le 6 novembre 1953, 


apres avoir vécu 136 et 121 jours. 


86 J.-F. AUBERT 


A tous leurs stades, les Pimplines sont capables de supporter 
un séjour limité au réfrigérateur : en effet, chaque été, lorsque je m’ab- 
sente, je place tous mes tubes d’élevage dans une chambre froide, a 
11 °C; puis je les introduis le lendemain dans un réfrigérateur maintenu 
4 40°C. Un mois plus tard, les élevages en question sont replacés a la 
température de 20°C environ. Quelques jours apres, les éclosions de 
parasites reprennent et se succedent réguliérement. Cette observation 
est valable méme pour l’espéce plut6t méridionale qu’est Pimpla 
spuria GRAV. (femelles n°’ 148 et 150 de mes élevages). Les seules 
pertes enregistrées affectent les nymphes et les imago préts a éclore 
au moment de leur introduction dans le réfrigérateur. Ces derniers 
meurent sans doute de faim plutot que de froid. 

En 1911, Doren recourut aussi 4 la technique du réfrigérateur 
pour conserver des femelles de Microbracon juglandis asuM. élevées 
aux dépens d’Ephestia kiihniella z. Les parasites en question résis- 
terent 4 mois a ce traitement, et survécurent ensuite 2 mois et demi 
4 la température ordinaire (voir également ci-dessous les travaux de 
Mours}). 


Survie des spermatozoides. — J’ai déja signalé que Jes males de 
Pimplines supportent mal un séjour trop prolongé a basse tempéra- 
ture, et qu’ils meurent rapidement dans de telles conditions. Les 
spermatozoides par contre, sont capables de résister aux basses tem- 
pératures lorsqwils sont emmagasinés dans le réceptacle séminal de 
la femelle : les exemples énumérés ci-dessus (cas des femelles de 
P. turionellae L., n°’ 73 et 199) le mettent en évidence; en effet, malgré 
le séjour de quelque 8 mois qu'elle subit 4 la température de 4 °C, 
la femelle n° 199 produisit ultérieurement un certain nombre de des- 
cendants femelles, qui, nous le verrons dans les chapitres 9, 12 et 
suivants, sont issus d’ceufs diploides, fécondés par des spermatozoides 
au moment de la ponte. On doit done supposer que les spermatozoides, 
emmagasinés par la femelle de P. twrionellae L. n° 199, avaient survécu 
& un séjour de 8 mois, 4 la température de 4 °C. 


Conséquences dun séjour trop prolongé a basse température. — Dans 
plusieurs publications intéressantes, Moursr (1943, 1946) a mis en 
évidence les effets néfastes d’un long séjour & basse température sur 
le comportement et sur les organes reproducteurs males et femelles 
du Chaleidien Mormoniella vitripennis wi. Il a notamment démontré 
que, non seulement les spermatozoides, mais également les tissus des 
testicules ou le comportement de la femelle peuvent étre affectés par 
un séjour prolongé a basse température. 

Des résultats analogues ont également été obtenus par Hanna 
en 1985, chez l’Euchalcidia caryobori HANNA. 

Je n’ai pas étudié ce probleme suivant les mémes techniques en 
ce qui concerne les Pimplines : de telles recherches seraient appa- 
remment longues et compliquées en raison de la survie considérable 


BIOLOGIE DE QUELQUES Ichneumonidae Pimplinae 87 


de ces parasites 4 basse température. Je me contenterai de noter les 
quelques observations suivantes qui montrent que les Pimplinae sont, 
comme les Chalcidiens, affectées de troubles divers, lorsque leur séjour 
a basse température est prolongé au-dela de certaines limites. Les 
spermatozoides, notamment, sont vraisemblablement tués ou lésés 
par un séjour trop prolongé au réfrigérateur, et les femelles stérilisées. 

La femelle de P. turionellae L. (= ewaminator F.), n° 213, issue 
le 12 octobre 1953 d’une chrysalide d’Abravas grossulariata ., fut 
placée au réfrigérateur, 4 4 °C, peu aprés son éclosion. Je la nourris 
périodiquement de miel dissous dans de l’eau A Voccasion de brefs 
séjours a 11 °C. Je la retirai enfin du réfrigérateur le 24 janvier 1955, 
pour la faire pondre dans des nymphes de Tenebrio. Aprés plus de 
15 mois de vie ralentie, elle donna seulement naissance 4 quelques 
descendants, qui tous étaient du sexe male. Elle mourut le 19 fé- 
vrier 1955, apres 500 jours d’existence ! 

Une femelle de P. contemplator mtuu., éclose d’une chrysalide 
d’Euproctis phaeorrhaea Don. le 22 juin 1953, s’accoupla le 18 juillet, 
puis fut placée au réfrigérateur a 2 °C jusqu’au 17 novembre. Mise 
en présence de chrysalides apres ce séjour de 4 mois 4 basse tempé- 
rature, elle se comporta exactement comme une femelle normale, et 
s’attaqua aux hotes que je lui présentai. Toutefois, aucune chrysalide 
ne fut effectivement parasitée, et je n’obtins méme pas une larve de 
la Pimpline en question. Les hétes avaient pourtant subi des piqtres 
identiques a celles qui sont normalement accompagnées de pontes. 


Mours!r (1946) a observé qu’un séjour prolongé a basse tempé- 
rature affecte l’accouplement des Mormoniella. Pareil phénomene ne 
peut étre exclu d’emblée chez les Pimplines : j’ai dd introduire 35 fois 
des males auprés d’une femelle de P. turionellae L. qui avait séjourné 
durant plusieurs mois au réfrigérateur, avant d’obtenir un accouple- 
ment. Toutefois, méme a la température ordinaire, l’accouplement 
est souvent entravé par de nombreux facteurs, et notamment lorsque 
les femelles n’ont pas rencontré de males aussit6t apres leur éclosion 
(cf. chapitre 9). De plus, j’ai signalé le cas de 2 males de P. 
turionellae L. qui survécurent a un séjour de 4 mois au réfrigérateur. 
Or, l’un et l’autre s’accouplérent aussit6t apres que je les eus réin- 
troduits dans le laboratoire chauffé. 


4. Diapause 


En automne, lorsque la température baisse, l’élevage des Pim- 
plines se complique, car les femelles cessent souvent de pondre. De 
méme, presque toutes les femelles capturées dans la nature a la fin 
de l’année, ne pondent pas au laboratoire : elles sont vraisemblable- 
ment en état de diapause. Une femelle sur 10 environ échappe 4 ce 
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phénomeéne. Parfois, elles déposent 2 ou 8 ceufs puis cessent de pondre. 
‘Celles qui survivent A un séjour de quelques mois au réfrigérateur 
pondent ensuite normalement dans le laboratoire chauffé (cf. tableau 
4). 

Les femelles en état de diapause continuent de circuler dans les 
tubes d’élevage, et de se nourrir de solution de miel. Leur abdomen 
gonfle démesurément, et des dissections ont démontre qu’il s’y accu- 
mule des réserves adipeuses. Les ovaires sont inactifs et ne contiennent 
aucun. ceuf. 


Durant Vhiver 1954-1955, j’ai tenté de rompre la diapause de 
nombreuses femelles de P. turionellae L. (= examinator F.) conservées 
depuis ’automne a 4°C. Je fis séjourner plusieurs d’entre elles a 
11 °C avant de les introduire dans le laboratoire chauffé a 20-25 °C. 
D’autres furent placées la nuit a 4 °C et le jour a 20-25 °C. Ces essais 
ne donnérent aucun résultat. De méme, les écarts de température 
importants et fréquemment renouvelés eurent pour seul résultat 
d’affaiblir les femelles. L’adjonction de polyvitamines « Hydrosol » 
dans le miel destiné 4 les nourrir, ne permit pas davantage de rompre 
la diapause. 


On peut observer une intéressante modification du comportement 
chez les femelles en état de diapause : en effet, les femelles qui ne pondent 
pas cessent également de se nourrir du sang de Vhote (cf. chapitre 5). 
La ponte et la nutrition aux dépens des chrysalides sont done des 
phénomenes étroitement associés. 


J’ai isolé des femelles en état de diapause dans des tubes ow elles 
avaient pour toute nourriture des nymphes de Tenebrio. Elles n’y 
toucherent pas et se laisserent mourir de faim. Méme des nymphes 
coupées en deux dans le sens de la longueur n’attirent plus les Pim- 
plines en état de diapause. Tout se passe comme si l’odeur de l’héte, 
non seulement n’exergait plus sur elles d’action attractive, mais plutét 
une action répulsive. Inversement, toute femelle qui perfore une 
chrysalide et cherche a en absorber le contenu quelques jours aprés 
son éclosion ou sa sortie du réfrigérateur, annonce ainsi indubitable- 
ment qu’elle va commencer de pondre. 


On peut conclure de ces observations, que ’héte n’est réactogéne 
que pendant la phase reproductrice du parasite, phénoméne trés 
caractéristique du comportement de l’insecte pour qui la signification 
dun objet est une fonction de sa physiologie. 


La diapause peut affecter non seulement les adultes, mais égale- 
ment les larves 4gées, comme nous le verrons dans un travail ultérieur. 
Maleré ces difficultés, j’ai toujours eu des élevages de Pimplinae 
durant tout Phiver, une partie des femelles (conservées A température 


élevée, ou sorties du réfrigérateur aprés la période critique) ayant 
chaque année échappé a la diapause. 
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En résumé, nous voyons que la diapause n’est pas un phénomene 
obligatoire chez les Ichneumonidae Pimplinae ; il est possible de parer 
a cet inconvénient dans les élevages effectués au laboratoire. 


5. Nutrition 


Comme Doren (1911), j’ai nourri les Pimplines de mes élevages 
avec du miel dissous dans de l’eau. Cet aliment est plus complet que 
Peau sucrée, et assure une plus grande longévité aux parasites (cf. le 
chapitre suivant). 


Méme lorsqu’elles disposent d’un tel aliment en quantité suffi- 
sante, les femelles s’attaquent cependant aux chrysalides dont elles 
aspirent le contenu. Dans mes élevages, j’abandonnais de temps en 
temps une chrysalide aux attaques des parasites pour que ces derniers 
aient une nourriture complete et naturelle. Les femelles sucent méme 
les chrysalides dans lesquelles elles viennent de pondre. Aprés les avoir 
perforées, elles font tourner leur corps dans un plan horizontal, de 
sorte que la tariere implantée dilacére les tissus (fig. 1). Puis la femelle 
absorbe par succion les humeurs de |’héte, l’organe étant ou non retiré 
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Fic. 1 : A a D, va-et-vient d’une femelle de Pimplinae dilacérant une chrysalide 
avec sa tariére; E a G, elle en aspire le contenu; H, elle pond a l’intérieur. 
Seule la tariére proprement dite est représentée : la gaine de la tariere 
(constituée de deux valves) qui ne pénétre pas dans lhote mais reste 
rabattue A l’extérieur, n’est pas figurée ici. 


du corps de la victime. Chaque fois que la tariére est retirée de ’héte, 
elle est ensuite réintroduite dans le méme trou, et les mouvements de 
rotation bien connus reprennent. Lorsqu’une femelle perfore une chry- 
salide, elle ne dépose pas nécessairement un ceuf a l’intérieur (pour 
plus de détails, voir chapitre 10). 
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En 1953, lorsque les Itoplectis maculator F. pullulaient dans le 
bois de Vincennes, j’ai vu des femelles de ce parasite détruire m natura 
des chrysalides de Tortria viridana L. suivant le méme procédé. 

J'ai également vu des femelles d’Itoplectis maculator F. absorber 
le contenu d’une chrysalide par un véritable « tube de succion » tel 
qu’en construisent de nombreux Microhyménopteres. La nourriture 
3 Vaide d’un tube de succion fut découverte par LICHTENSTEIN en 
1921, puis réobservée par TROUVELOT (1921), VOUKASSOVITCH (1924), 
Faure (1924), Fuuron (1933), etc. Dans le cas des Itoplectis FORST., 
je ne suis pas en mesure de préciser si le tube de succion occasionnel 
est formé par des sécrétions glandulaires du parasite, ou par les humeurs 
qui s’écoulent du corps de l’hote. 

En 1911 déja, Doren concluait de ses observations, que la 
prise de nourriture aux dépens de Vhéte est une réaction secondaire a 
Vimpulsion de la ponte. C’était aussi avis de LICHTENSTEIN en 1921; 
de méme, en 1926, il apparaissait & FaurE que la ponte est Vorigine 
adaptative de la tariére et que la nutrition n’en dérwve que secondairement. 
On concevrait mal qua partir dun acte aux modalités si variées, comme 
la nutrition, on arrive a un comportement présentant autant d analogie 
chez un aussi grand nombre dinsectes, comme la ponte. 


Je rappelle (cf. chapitre précédent), que les femelles en état de 
diapause, et d’une maniere générale celles qui ne pondent pas, ne se 
nourrissent plus aux dépens de l’héte, mais absorbent exclusivement 
des solutions de miel ou d’autres liquides sucrés. En outre, lorsqu’on 
présente une chrysalide 4 une femelle qui n’a pondu ni mangé depuis 
la veille, son premier réflexe est de pondre les ceufs mars qu’elle porte 
dans son abdomen. Le comportement de la nutrition apparait en géné- 
ral seulement apres la premiere ponte ou méme aprés que 3 ou 4 ceufs 
ont été pondus. La corrélation observée entre la ponte et la prise de 
nourriture aux dépens de l’héte suggére done que l’alimentation pro- 
téinique doit étre en étroite liaison avec le fonctionnement des ovaires. 


6. Longévité 


DoteEN réussit & maintenir en vie 4 mois et 10 jours une femelle 
de Pimpla sp. issue de Enarmonia (Laspeyresia) pomonella i. et 2 mois 
15 jours un male de la méme espéce. Cette longévité assez considérable 
n’est nullement un record pour les Hyménoptéres parasites, puisque 
le méme auteur conserva, vivants, des Tetrastichus sp. durant 6 mois. 


Chez les Pimplines de mes élevages, la plus grande longévité 
observée dans les conditions naturelles durant la belle saison, fut 
celle d’une femelle de P. turionellae L. (= examinator F.) qui vécut 
125 jours. Ce chiffre correspond a peu preés A celui indiqué par DoTEN 
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et relevé ci-dessus. Pour les males, certains chiffres que je vais énumé- 
rer dépassent sensiblement l’indication de Doren. 

Hormis ces maxima, les chiffres relevés & l’occasion des élevages 
poursuivis au laboratoire, montrent que la longévité des Pimplines 
est extrémement variable. Elle dépend de nombreux facteurs dont 
quelques-uns seront mentionnés ci-dessous. La grande majorité des 
individus vivent de 8 A 380 jours au laboratoire, a la température 
moyenne de 20-22 °C. Un faible pourcentage atteint encore l’Age de 
55 jours, Age dépassé par quelques rares exemplaires. La liste suivante 
met en évidence les chiffres maxima de longévité que j’ai pu observer 
a la température du laboratoire. 

Pimpla turionellae u., femelles : 125 jours; males : 109 jours. 
Pimpla instigator ¥., femelles : 70 jours; males : 50 jours. 
Pimpla spuria Grav., femelles : 62 jours. 

Pimpla contemplator MUuu., femelles : 66 jours; males : 47 jours. 
Apechthis compunctor u., femelles : 85 jours; males : 72 jours. 
Itoplectis maculator ¥., femelles : 97 jours; males : 62 jours. 
Itoplectis alternans Grav., femelles : 82 jours; males : 54 jours. 
Itoplectis europeator aus. femelles : 78 jours; males : 58 jours. 

La plupart des femelles obtenues d’élevage séjournerent plus 
ou moins longtemps au réfrigérateur, et leur longévité n’a évidemment 
pas été relevée dans la liste qui précede. Je rappelle (cf. chapitre 3), 
qu’un séjour au réfrigérateur peut prolonger leur vie de 6 fois sa durée, 
et que des femelles de P. turionellae L. ont survécu deux ans environ 
a la température de 2 °C. 

Presque tous les males de mes élevages, par contre, vécurent 
a la température du laboratoire. Et pourtant, parmi les chiffres 
relevés dans la liste qui précéde, nous obtenons des chiffres supérieurs 
pour les femelles : ces derniéres atteignent donc une longévité moyenne 
et maximum supérieure A celle des males, phénomene commun a la 
plupart des insectes. 

La longévité de P. tuwrionellae L. semble dépasser celle des autres 
especes. Toutefois, la longévité dépend entre autres facteurs, de la 
nourriture absorbée par le parasite 4 l’état larvaire. Trois sur quatre 
des chiffres maxima notés pour les femelles de P. turtonellae L., sont 
ceux de femelles issues de chrysalides de Pieris brassicae tL. 

Inversement, la plupart des males d’Apechthis compunctor L.., 
ayant vécu dans des nymphes de Tenebrio, avaient une vie imaginale 
tres courte. Les chiffres relevés ci-dessus indiquent la longévité de 
femelles et de males d’A. compunctor t. issus de chrysalides de Pieris 
brassicae L. et de Papilio machaon Lt. Aucun des 100 males obtenus 
de nymphes de Tenebrio molitor L. n’a atteint Page de 60 jours, longé- 
vité dépassée par plusieurs males sortis des chrysalides énumerees 


ci-dessus. ; 
La longévité dépend aussi de la qualité de la nourriture absorbée 
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par l’adulte; DoTEN a démontré notamment, que le miel est un aliment 
favorable, susceptible d’assurer aux Hyménopteres parasites, une 
vie maximum. Si Prcarp (1922) n’a pu conserver ses Pimpla insi- 
gator F. vivantes plus de « 18 a 26 jours », c'est sans doute parce qu'il 
les nourrissait d’eau sucrée et non de miel. 

DoTEN (1911) signale que les femelles de Pteromalus puparum L. 
vivent plus longtemps lorsqu’elles n’ont pas eu l’occasion de pondre. 
Le méme auteur dit que « l’effet de la copulation sur la longévité 
n’apparait pas clairement chez Tetrastichus sp. », et que les Mera- 
porus, avec ou sans copulation, vivent trois mois ou plus. 

En 1923-1924, VouKassovitcH affirme que l’accouplement a 
une grande influence sur la durée de vie des males d’Angitia fenes- 
tralis HOLM. Toutefois, le nombre de males étudiés par ce dernier 
auteur me parait trop insuffisant pour que ses conclusions puissent 
étre admises sans réserve. 

Chez les Pimplines, la longévité est si variable, et dépend de si 
nombreux facteurs, que nous ne pouvons savoir si les conditions 
énumérées ci-dessus ont quelque incidence sur la durée de vie chez 
ces parasites. 

Enfin, j’ai remarqué que la longévité diminue dans les vieux 
élevages poursuivis au laboratoire depuis des mois ou des années. 


Ill. — LES HOTES 


7. Conditions requises pour que l’héte puisse étre parasité 


Quelque nombreuses que soient dans la nature les possibilités 
de parasitisme assurées aux Pimplinae, ces insectes n’en sont pas 


moins limités dans leur reproduction par plusieurs facteurs que nous 
allons étudier : 


A. STADE DE L’HOTE PARASITE. 


ma Toutes les Pimpla ¥., Apechthis Forst. et Itoplectis FORST. que 
Jai élevées s’attaquent habituellement au stade nymphal de leurs 
hotes (chrysalides, nymphes ou pupes), souvent avec un pourcentage 
de réussites atteignant prés de 100 % au laboratoire. Toutefois, lorsque 
les chrysalides sont trop « avancées », le parasite ne peut pas toujours 
s’y développer : de telles chrysalides ou nymphes donnent alors un 
Papillon ou un Coléoptére plus ou moins anormal. 

Des exceptions a cette régle peuvent néanmoins étre observées : 
des nymphes de Tenebrio parasitées tardivement évoluent parfois 
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jusqu’a atteindre la phase précédant immédiatement la derniére mue. 
Déja le thorax et les élytres sont pigmentés, et les pattes se libérent. 
Cependant, la nymphe ne parvient pas A dépasser ce stade : une 
Pimpla ¥. ou une Itoplectis FOrsT. sort bientdt du corps desséché de 
cette nymphe avancée. De méme, lorsqu’on disséque des chrysalides 
d’Ephestia ou d’autres Lépidoptéres parasitées tardivement, on peut 
y trouver les restes d’un papillon presque complétement développé 
(notamment des ailes déjé pourvues d’écailles). Mieux encore, le 
22 novembre 1954, un Tenebrio adulte se forma a partir d’une nymphe 
piquée par une femelle de P. turionellae u. : le Tenebrio semblait 
normalement constitué, mais paraissait trés faible. Il mourut quelques 
jours apres, et je crus bon de le disséquer : je découvris dans l’abdomen 
de cet insecte, une larve de P. turionellae L. ayant la téte engagée dans 
le thorax du Coléoptére. Je refermai aussit6t l’abdomen pour voir 
si cette larve poursuivrait son développement jusqu’A donner un 
adulte... Le 8 mars, un male de P. turionellae L. sortit du Tenebrio 
adulte par une ouverture pratiquée a l’extrémité de l’abdomen! La 
larve de Pimpla F. s’était donc retournée de 180 degrés apres que j’eus 
refermé l’abdomen du Tenebrio. Elle avait achevé son développement 
dans l’hote adulte. Je n’ai jamais observé d’autres cas semblables. 


Maints auteurs ont signalé des cas de parasitisme de Pimplinae 
aux dépens de larves: Marcuat (1911) dit notamment que P. turio- 
nellae L. (= examinator F.) et I. alternans Grav. vivent parfois dans 
de grosses chenilles comme celles de Pieris scurk. En 19138, MoKRZzECKI 
dit aussi avoir vu des femelles de P. turionellae L. pondre leurs ceufs 
dans des chenilles d’Hyponomeutes. La méme observation a été faite 
en 1922 par FaHRINGER qui affirme aussi avoir obtenu 2 males de 
P. turionellae L. a partir de chenilles de Nymphalis (Vanessa auct.) 
polychloros Lt. En 1922 également, Picarp assure que I’J. alternans 
GRAV. termine sa métamorphose dans la peau distendue de la chenille 
de Pieris brassicae u. Il ajoute que ce parasite se développe non dans 
la chenille, mais dans la chrysalide d’hiver de Clysia ambiguella. Hx. 


En 1923, VouxKassovitcH signale que P. turionellae L. (= exami- 
nator ¥.) attaque ses hdtes Microlépidopteres Hyponomeuta mali- 
nellus z. et Sparganotis pilleriana scuiFF. aussi bien a Vétat de chry- 
salide qu’a Vétat de chenille ce qui est assez rare. Il ajoute que les 
femelles de l’Itoplectis maculator ¥. attaquent les chenilles ou les 
chrysalides (du méme Hyponomeute), mais que les larves se sont 
développées seulement dans les chenilles, en terminant leur développement 
apres la chrysalidation de leurs hétes... Le méme auteur (1923-1924) 
a vu une larve d’Itoplectis alternans Grav. sortir d’une chenille 
d’Oenophthira pilleriana scutrF. Il ajoute que P. turionellae L. et 
I. maculator ¥. peuvent se développer dans les chenilles ou les chrysa- 
lides de ce méme Lépidopteére. Enfin, en 1925, FAURE dit avoir obtenu 
un male d’J. maculator F. 4 partir d’une chenille de Sophronia humerella 
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scuirr. Il obtint aussi (1924) la ponte de P. instigator F. dans des 
chenilles de Noctuelles et dans des papillons adultes, mais les ceufs 
en question ne se sont pas développés (voir chapitre 10). 

Jai moi-méme tenté de parasiter des larves Agées de Tenebrio 
enfermées dans des papillottes de papier. Ces larves furent piqueées 
par plusieurs espéces de Pimplines, mais sans succes. Les larves de 
Tenebrio poursuivirent leur développement sans paraitre affectées. 


Les cas de parasitisme aux dépens de larves qui viennent d’étre 
énumérés semblent étre exceptionnels ou limités 4 certaines espéces 
d’hétes. En effet, les auteurs unanimes considerent les Pimpla F., 
Apechthis FOrst. et Itoplectis FORST. comme étant des parasites qui 
s’attaquent essentiellement aux chrysalides de Lépidopteres. 


B. H6rTES DE TRES GRANDE TAILLE. 


Il ne m’a pas été possible d’élever des Pimplines dans certaines 
chrysalides dont la taille était tres supérieure a celle du parasite. 
Aucune Itoplectis FORST. ne s’est jamais développée dans les chrysa- 
lides de Pieris brassicae L. et de Vanessa atalanta L. piquées dans mes 
élevages. 

De méme, je n’ai jamais obtenu aucune P. turionellae L. ou 
Apechthis spp. a partir de chrysalides de Sphingidae. Une quinzaine 
de celles-ci, appartenant aux especes Sphinx ligustri L., Hyloicus 
pinastri L., Laothoe populi u., -Celerio (Deilephila auct.) euphorbiae Lt. 
et Deilephila elpenor L. m’avaient été aimablement fournies par mon 
collegue et ami M. PLarraux. Toutes ces chrysalides furent attaquées 
sans succes par mes Pimplinae: une chrysalide de Sphina ligustri t. 
notamment, fut piquée par la femelle d’A. compunctor L. n° 66 le 
24 décembre 19538. La chrysalide survécut si bien que je l’offris A une 
seconde femelle d’A. compunctor L. le 22 février 1954. Je n’obtins 
pas davantage de résultat, et je présentai 4 nouveau cette chrysalide 
le 17 mars & une troisieme femelle; Ce fut en vain. Le 8 octobre 1954, 
linsecte toujours en vie faisait mouvoir les segments de son abdomen. 
Je loffris alors 4 une femelle de P. instigator Fr. qui la piqua A son 
tour sans plus de succés... 

Ces chrysalides de trés grande taille semblent parfois protégées 
contre les attaques des Pimplinae en raison de leur cuticule si épaisse 
que la tariére du parasite ne parvient pas a la perforer. Tel n’est cepen- 
dant pas le cas des chrysalides de D. elpenor ut. Plusieurs de celles-ci 
furent indubitablement percées par les parasites, au point que les 
endroits blessés étaient marqués, quelque temps aprés, d’une tache 
noire bien visible sur la cuticule brun clair du Lépidoptere. Piquées 
maintes fois, ces chrysalides mouraient en définitive sans qu’aucun 
parasite s’y soit développé. Une seule femelle de P. instigator F. mesu- 
manit 22 mm est éclose récemment (octobre 1957) dans mes élevages, 
dune chrysalide de Celerio ewphorbiae 1, 
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Toutefois, plusieurs auteurs mentionnent des Sphingides parmi 
les hétes de diverses Pimplines : S. ligustri L. pour Apechthis rufata 
GMEL., Laothoe populi L. et Mimas tiliae L. pour Pimpla instigator F. 
(MorLEy 19383), S. ligustri L. pour A. compunctor L. (SCHMIEDEKNECHT 
1906). Voir également: CHewyREuV 1913, chapitre 14. 

Il s’agit de cas isolés, inscrits sans explication dans les listes 
d’hotes au méme titre que les espéces qui sont les plus favorables a 
lévolution des parasites. Souvent, les Pimplines mises en présence 
d'un hote réfractaire (Sphingide, Diptére, Tenebrio & l’état de larve) 
Yinspectent ou le piquent plus longuement qu’un hote favorable 
(voir chapitre 10). 


C. SPECIFICITE DES Pimplinae. 


Les Pimplines ne sont pas seulement limitées dans leurs possi- 
bilités de reproduction par le fait de s’attaquer 4 un stade particulier 
de leurs hdtes, ou a des hétes ne dépassant pas une certaine taille, 
mais aussi en raison d’une certaine spécificité : en effet, je n’ai jamais 
reussi l’élevage de P. turionellae L. (= examinator ¥.) ni d’aucune 
Itoplectis FORST. aux dépens de chrysalides d’Aporia crataegi L. qui 
pourtant, étaient attaquées par les parasites en question. MEYER (1925) 
mentionne toutefois, sans explication, A. crataegi L. parmi les hétes 
de P. turionellae u. (*). 

D’autre part, bien que P. turionellae L. évolue avec la plus grande 
facilité dans les nymphes de Tenebrio (pres de 90 % des nymphes 
présentées aux Pimpla F. sont normalement parasitées), ces hdtes ne 
conviennent guere aux Itoplectis FORST. et aux petites especes de 
Pimpla F. telles que P. spuria Grav. ou P. contemplator MULL. Ces 
derniers parasites, élevés dans des nymphes de Tenebrio, meurent 
souvent sans dépasser le stade larvaire dans une proportion de 50 %. 
De méme, la mortalité d’A. resinator THNBG. élevée aux dépens de 
ce Coléoptere dépasse 80 %. A 

Tandis que P. instigator F. vit sans difficulté dans les chrysalides 
de l’Attacide exotique Antheraea pernyi GUER., A. compunctor L. y 
poursuit sans succes un développement qui, dans mes élevages, ne 
dépassait pas le stade larvaire. J’ai disséqué nombre de ces chrysalides, 
et trouvé dans la plupart d’entre elles, une larve d’A. compunctor L. 
desséchée. Quelques-unes avaient tissé un cocon dans la chrysalide, 
mais aucune n’avait atteint le stade nymphal. 

Je n’ai pas obtenu plus de succes dans mes tentatives de parasiter 
des Diptéres : parmi les nombreuses pupes de Tachinaires et de 
Lucilia R. dD. que j’ai utilisées a cet effet, deux seulement ont assuré 
le développement de parasites : un male de P. contemplator MULL. 
sortit le 1¢7 juillet 1954 d’une pupe de Tachinaire (parasite d’Huproctis 


(*) D’aprés Faurrncer (1922), ces chrysalides permettent d’élever sans dif- 
ficulté Apechthis compunctor v. 
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phaeorrhaea DON.) piquée le 9 juin (cycle de 23 jours). Dans une seconde 
pupe, piquée par une femelle d’J. alternans GRAV., yal trouve une 
femelle de ce dernier parasite qui était morte sans avoir pu se dégager. 
M. Birorrr me dit avoir obtenu un exemplaire d’I. maculator F. 
éclos d’une pupe de Diptere. 

La durée du cycle de diverses especes de Pimplines dans des 
nymphes et chrysalides d’espéces différentes, est également en relation 
avec la spécificité de ces parasites : par exemple, une femelle d’J. macu- 
lator ¥. se développe en 17-19 jours environ au mois d’aott dans une 
chrysalide d’Ephestia kiihniella z. ou d’Euproctis phaeorrhaea DON., 
et en 21-24 jours dans une nymphe de Tenebrio. Par contre, les males 
de P. turionellae u. (dont le développement est en moyenne plus lent 
que celui des Itoplectis rérsT.) évoluent aussi rapidement dans les 
nymphes de Tenebrio que dans les chrysalides d’Euproctis. 


8. Variations de taille des parasites en fonction de la taille de ’héte 


Les élevages effectués au laboratoire me permettent d’évaluer 
entre quelles limites peut varier la taille des Pimplinae. Bien que les 
auteurs se solent souvent étonnés de l’étendue de ces variations de 
taille, je pense avoir observé des extrémes dépassant ceux qui ont été 
signalés jusquwici. J’ai notamment obtenu des femelles de P. turio- 
nellae L. mesurant de 3 4 15 mm, leur longueur variant ainsi du simple 
au quintuple, et leur volume dans la proportion de 1 a 125. 

Les femelles de P. instigator F. mesurent 5 4 22 mm, celles d’Jto- 
plectis alternans GRAV. et al. de 4,5 &4 11 mm. 

De méme, la taille des males de P. instigator F. varie de 5 4 17 mm. 
Les males de P. turionellae L. atteignent les extrémes de 3 et 12 mm. 

Les femelles les plus petites ont été obtenues, soit d’un hdte 
superparasité, soit de nymphes ou de chrysalides de petite taille 
enfermées par paquets de 6 ou 8 dans un papier (cf. chapitres 20-24). 

Les femelles minuscules sont généralement anormales. Elles 
meurent souvent a l’état de nymphes Agées ou d’adultes malformés. 
Une femelle de P. turionellae Lu. mesurant 3 mm, morte A l’état de 
nymphe peu avant |’éclosion imaginale, ne portait qu’une seule antenne 
réduite 4 3 articles. D’autres femelles trés petites sont écloses avec 
des ailes chiffonnées, d’autres encore n’avaient pu redresser leur 
tariére qui demeurait repliée dorsalement comme chez la nymphe. 
Il est certain que ces trés petits insectes ont souffert d’un manque 
de nourriture. 

Un mile de P. instigator ¥. mesurant 16 mm, issu d’une volumi- 
neuse chrysalide d’Antheraea pernyi GuER. nest guere mieux réussi : 
il ne parvint que difficilement & se dégager de son hdte, car son abdo- 
ment était gonflé de substances grasses qui débordaient latéralement 
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sous forme de bourrelets entre les tergites et les sternites distendus. 
I] est intéressant de rappeler que RATH (1894) a observé le méme 
déséquilibre chez des males d’Abeille nourris de gelée royale. 

Nous voyons que l’excés de nourriture aussi bien que la _sous- 
alimentation au stade larvaire, peuvent déterminer des malformations 
chez les adultes. 


IV. — REPRODUCTION 


g. Accouplement et parthénogenése 


Comme SrEyRIG le notait en 1924, les Pimplinae, et les Ichneu- 
monidae en général, s’accouplent facilement en captivité, méme 
lorsqu’elles sont enfermées dans des tubes de faible diamétre. Le 
comportement sexuel est analogue chez toutes les especes observées 
dans mes élevages et énumérées au chapitre 1. 


A. COMPORTEMENT DU MALE. 

Les males de toutes les Pimpla ¥., Apechthis FOrst. et Itoplectis 
FORST. étudiées s’accouplent sans préambules lorsqu’ils sont en bonne 
santé et dans des conditions de température optimum (25 °C environ). 
Ils se précipitent parfois sur les fernelles avec une agilité déconcertante. 
L’accouplement a lieu, et dure 15 secondes 4 une minute. Peu avant 
de se retirer, le mAle contracte violemment son abdomen une dizaine 
de fois. 

Les males moins vigoureux ou placés dans des conditions de 
température moins favorables, s’adonnent souvent a des démonstra- 
tions préliminaires avant d’aborder les femelles : leurs ailes étalées 
vibrent rapidement en position presque horizontale; les antennes 
s’élevent et s’abaissent, dirigées vers la femelle. L’abdomen est relevé 
avec les valves écartées. Le male avance ainsi lentement, mais des 
qu’il a touché la femelle, il redouble d’activité, grimpe sur sa comparse 
et s’accouple brusquement. 

Parfois, Jes males frais éclos ou les males agés effectuent les mémes 
préambules et grimpent sur les femelles, mais leur comportement 
sexuel s’interrompt soudain. Le male se déplace sur la femelle immo- 
bile, de l’abdomen vers la téte, se retourne, regagne l’abdomen, et 
finit par s’éloigner si la femelle n’est pas elle-méme partie de son coté. 
Quelques jours plus tard, les males qui, frais éclos présentaient ce 
comportement, s’accouplent normalement. 
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Enfin, j’ai souvent observé chez des males agés ou qui étaient 
issus de vieux élevages, une étonnante paralysie en présence de la 
femelle. Dés qu’un tube contenant un tel male était ouvert a proximité 
dune femelle, le male commengait de « tituber », les pattes et le corps 
entier se crispant de plus en plus comme chez les individus endormis 
& Péther. Le male tombait finalement, inerte au point que je le croyais 
mort. Toutefois, libéré du voisinage de la femelle, il se rétablissait 
peu & peu et recommencait a se promener dans son tube comme un 
individu normal. On pourrait peut-étre comparer cette paralysie des 
males A I’ « immobilisation réflexe » connue chez d’autres insectes. 


Le 18 novembre 1954, j’observai l’extraordinaire phénomene que 
voici : j’introduisis un male dans un tube ot «sommeillait » une femelle de 
P. turionellae u. Le male se promena durant un certain temps avec la 
méme agilité que dans son propre tube. Soudain, la femelle s’ « éveilla », 
et le male fut presque instantanément paralysé a distance. Tout se 
passa comme si la femelle avait exercé une action sur le male au 
moment de s’ « éveiller », action inexistante tant que la femelle était 
immobile. 


Cette paralysie des males ne semble pas strictement liée au 
comportement sexuel : j’ai un jour observé le méme phénomene en 
débouchant brusquement un tube ou se trouvait un male. Un change- 
ment soudain de l’atmosphere ambiante, quel qu’il soit, détermine 
peut-étre ce comportement. Un male sorti de cet état de paralysie 
peut exceptionnellement s’accoupler par la suite. 


J’ai observé chez des femelles issues de vieux élevages, un compor- 
tement de méme nature : saisies entre des pinces, elles se crispaient 
et s’échappaient en titubant. Chez les femelles, ce phénomeéne n’aboutit 
pas a une paralysie totale comme chez les males. 


Le male, pour en revenir 4 l’objet du présent paragraphe, est 
souvent violemment attiré par les nymphes ou les chrysalides vides 
ayant assuré le développement d’un parasite femelle. J’ai aussi observé, 
comme maints auteurs, que le male poursuit un autre male, et cherche 


a s’accoupler avec lui, lorsque ce dernier est entré en contact avec 
une femelle. 


En 1953, j’ai trouvé dans le bois de Vincennes 7 males d’Itoplectis 
maculator F. rassemblés sur un mouchet de feuilles. Je les capturai 
sans qu’ils cherchent a s’échapper, et je récoltai aussi les feuilles qui 
les attiraient, si fortement. Or, parmi celles-ci se trouvait une chrysa- 
lide de Tortrix viridana L. : il en sortit le leondemain une femelle a’. ma- 
culator F. qui fut aussitdt fécondée. Les males sont done attirés dans 
la nature par les femelles avant méme que celles-ci soient sorties des 
chrysalides. Cette observation est A rapprocher de celle de WAGNER 
qui, en 1909, a signalé le méme phénoméne chez Pimpla (recte 
Ephialtes) inquisitor scor. Il vit des males de cette espece groupés 


BIOLOGIE DE QUELQUES Ichneumonidae Pimplinae 99 


sur des cocons de Malacosoma neustria u. quils inspectaient active- 

nent avec leurs antennes; ce phénoméne se poursuivit jusqu’a ce que, 
le lendemain, plusieurs femelles d’E. inquisitor scor. fussent sorties 
des cocons de Malacosoma. 

D’autre part, chez toutes les espéces que j’ai étudiées, les males 
he commencent pas toujours a poursuivre les femelles le jour méme 
ou ils sont éclos. J’ai pourtant observé le cas chez P. turionellae t. 
et P. spuria GRAY. Les males de P. turionellae L. peuvent encore s’accou- 
pler apres plus de 3 semaines de vie dans des conditions normales; 
certains individus s’accouplent aprés avoir séjourné 4 mois au réfri- 
gérateur, a la température de 4°C; d’autres peuvent s’accoupler 
plusieurs fois par jour. I] n’est guére surprenant que des males faisant 
preuve d’une telle activité puissent féconder plusieurs femelles : un 
petit male de P. spuria GRaAy. sorti le 25 juin 1955 d’une chrysalide 
d’Ephestia a fécondé 4 femelles. Toutes produisirent un grand nombre 
de descendants femelles, prouvant ainsi que les 4 accouplements 
avaient été fructueux. Les mémes observations sont valables pour les 
Ttoplectis FORST. qui peuvent s’accoupler au moins 5 fois. 

Chez les males, le comportement sexuel est une suite d’actions- 
réflexes of nous pouvons reconnaitre trois phases : 


a) Le male percoit a distance la femelle de son espece. Il est 
attiré vers elle par des stimuli qui sont certainement d’ordre olfactif. 

b) Des que le male a rejoint sa comparse, il s’y agrippe, et 
contourne abdomen de la femelle avec le sien pour placer ses organes 
génitaux au niveau de ceux de la femelle. Or, le male aborde parfois 
la femelle avec tant de vigueur, que celle-ci est renversée sur le dos. 
Le male est alors incapable de s’adapter a cette situation nouvelle. 
Contournant instinctivement l’abdomen de la femelle, il s’efforce en 
vain d’introduire son pénis entre les tergites de sa comparse (*). 


c) De plus, il semble que des perceptions coordonnées complexes 
soient indispensables a l’achevement du processus de l’accouplement, 
perceptions coordonnées peut-étre, des antennes et de l’abdomen 
chez le male : en effet, lorsqu’on présente & un male de tres grande 
taille, une femelle de deux tiers plus petite, l’accouplement ne peut 
pas s’effectuer. Le male aborde la femelle, présente le réflexe de 
contourner l’abdomen, mais il se comporte soudain comme s’il avait 
perdu la minuscule femelle qui se trouve entre ses pattes; il « cherche » 
devant lui avec ses antennes et finit par s’éloigner. Chaque fois qu’il 
passe a proximité de sa comparse, le méme processus infructueux se 
répete. J’ai observé des accouplements normaux, il est vrai, entre 
male et femelle de, tailles tres différentes; seuls les extrémes décrits 
ci-dessus ne peuvent y parvenir. 


(*) C’est seulement lorsque la femelle se remet en mouvement, en position nor- 
male, que l’accouplement peut s’effectuer. 
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B. CoMPORTEMENT DE LA FEMELLE. 

Une femelle apte a étre fécondée s’immobilise en général des 
que le male entre en contact avec elle. Parfois, cependant, elle entraine 
le male A sa suite, et s’arréte seulement un peu plus loin. 

Au laboratoire, les femelles sont assez souvent réfractaires a 
l’accouplement : & approche des males, elles s’enfuient obstinément, 
font vibrer leurs ailes, ou se cabrent en repliant l’abdomen sous le 
thorax. I] est inutile de dire qu’un tel comportement peut étre fort 
préjudiciable & ’heureuse évolution des élevages. 

Les femelles refusent souvent l’accouplement lorsqu’elles n’ont 
pas copulé immédiatement apres leur éclosion. Elles peuvent aussi 
étre réfractaires lorsqu’elles se sont abondamment nourries avant de 
rencontrer un male. Enfin, elles fuient souvent les males lorsqu’elles 
se sont déja accouplées une fois (voir ci-dessous). 

Il semble done qu’il existe une période critique pour l’accouple- 
ment au moment de I’éclosion de la femelle. 

Toutes les femelles récoltées dans le bois de Vincennes durant 
la belle saison ont donné des descendants femelles au laboratoire, 
prouvant ainsi qu’elles s’étaient accouplées. Seules quelques femelles 
tardives récoltées en automne, au moment ot les males ont disparu 
ou sont devenus inactifs, n’ont engendré que des descendants males. 
Je rappelle que plusieurs observations ont été faites, qui montrent 
que, dans la nature, les males détectent les femelles lorsqu’elles sont 
encore enfermées dans les chrysalides, et les fécondent a l’instant 
méme de leur éclosion. Toutes les observations des auteurs ont mal- 
heureusement été faites au laboratoire, dans des milieux artificiels, 
et elles ne tiennent aucun compte des faits mentionnés ci-dessus. Je 
poursuivrail toutefois l’étude du comportement sexuel des femelles au 
laboratoire, sans oublier qu’il s’agit d’un comportement dans des 
conditions particulieres. 

J’ai tenté de parer a l’inconvénient des femelles récalcitrantes : 
des males tres vigoureux réussissaient parfois 4 « dompter » des femelles 
qui avaient repoussé des males plus faibles. D’autre part, le 22 no- 
vembre 1954, je parvins a « apaiser » une femelle de P. contemplator 
MULL. en lui donnant du miel : elle fut fécondée a l’instant ow elle 
commengait a absorber le liquide sueré. Cette observation est excep- 
tionnelle, le fait ne s’est pas répété dans mes élevages. 

J’ai également coupé les ailes de femelles récalcitrantes de 
P. contemplator MULL. Un seul résultat positif fit que je recourus A 
’éther pour endormir les femelles qui se dérobaient A l’approche des 
males : ceux-ci, mis en présence de femelles qui reprenaient leurs 
sens apres avoir été ainsi traitées, s’accouplaiént immédiatement. 
Toutefois, je n’ai jamais obtenu d’ceufs fécondés a partir de ces femelles : 
un tel accouplement n’a done jamais été fructueux. 

Méme lorsqu’elle refuse l’accouplement, une femelle peut rester 
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attractive pour les males, apres un séjour de 7 mois au réfrigérateur, 
a 4°C. Tel fut notamment le cas d’une femelle de P. turionellae_t.. 
(= examinator ¥.), n° 198. Ceci explique que les femelles puissent 
étre fécondées au laboratoire, sinon dans la nature, par leurs propres 
descendants-fils, phénomeéne déja maintes fois signalé par les auteurs. 
J’ai cependant aussi observé que certaines femelles, Agées ou déja 
fécondées, exercaient une attraction moindre sur les males. 


Pourtant, les phénomeénes décrits ci-dessus sont loin d’étre 
absolus : les femelles acceptent souvent un deuxiéme, voire un troi- 
sieme accouplement, fait contraire aux affirmations de Picarp qui 
prétendait, encore en 1939, qu’une femelle de Pimpla F. ne s’accouple 
jamais une seconde fois. En 1923 pourtant, VoUKASSOVITCH avait 
déja constaté que la femelle d’Z. maculator Fr. peut s’accoupler deux 
fois. En 1926, Faure n/’a-t-il pas affirmé avoir remarqué le méme 
comportement chez P. instigator F.? (observation reproduite égale- 
ment par VOUKASSOVITCH en 1927). Lorsqu’en 1931, MARTELLI étudiait 
une femelle de P. instigator ¥. se débattant au milieu des mdles qui 
Vavaient assaillie, il vit que, dans la bousculade générale, plusieurs 
males réussissaient a s’accoupler. J’ai moi-méme constaté l’accouple- 
ment d’une femelle avec plusieurs males chez toutes les especes élevées 
au laboratoire. 

Presque toutes les femelles de P. turionellae L. de mes élevages 
se sont accouplées 4 2 males au moins. L’une d’elles accepta 11 males 
en 3 jours! Il] est vrai que les femelles des autres especes étaient géné- 
ralement moins enclines 4 s’accoupler plusieurs fois. 


On ne peut savoir si le comportement de la femelle est influencé 
par l’importance du stock de spermatozoides emmagasinés. Un 
deuxieme accouplement est-il consenti par les femelles qui n’ont pas 
recu précédemment une quantité suffisante de spermatozoides? (phé- 
nomeéne signalé notamment chez l’Abeille domestique par RUTTNER 
en 1956). 

Le comportement de la femelle varie aussi suivant les circonstances 
dans lesquelles elle rencontre les males : en effet, lorsqu’une femelle 
fraichement éclose est fécondée par un mle, elle reste souvent immo- 
bile quelques secondes aprés que le male s’est retiré. Si nous éloignons 
ce premier male pour en introduire un second, la femelle se remet 
eh mouvement, et chasse souvent le second male. Par contre, la 
femelle se comporte différemment lorsqu’on introduit plusieurs males 
simultanément dans le tube oti elle se trouve; en effet, tandis que un 
des males féconde la femelle, les autres se précipitent sur le couple 
immobile et tentent de s’accoupler aussi. Ils ne le peuvent naturelle- 
ment pas tant que le premier male est fixé 4 la femelle. Toutefois, 
a Vinstant ot le premier male se détache, avant que la femelle se soit 
remise en mouvement, un second male, voire un troisieme, s’accouplent 
a leur tour. 
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Je ne serais pas étonné que ces faits soient de régle dans la nature, 
puisque les males se groupent pour féconder leur comparse des son 
éclosion. 

Nous sommes loin des idées de Prcarp sur ’accouplement unique 
des femelles de Pimplinae, loin aussi de la classification de CHEWYREUV 
qui en 1913, répartissait les diverses especes de Pimplines en deux 
catégories suivant qu’elles s’accouplaient une fois (wninuptae) ou 
plusieurs fois (multinuptae). 

La durée de l’accouplement varie elle aussi : le plus souvent, 
a la température de 22 A 25 °C, elle est de 30 secondes environ chez 
P. turionellae u. (= examinator ¥.). L’accouplement, plus lent chez les 
Itoplectis FOrstT., dure quelque 50 secondes dans les mémes conditions. 
Chez P. contemplator MULL. et P. spuria GRAY. par contre, il ne dépasse 
guere 15 A 20 secondes. Pourtant, chez toutes ces espeéces, les couples 
restent parfois unis, une, deux, ou exceptionnellement trois minutes. 


Méme lorsqu’elles paraissent avoir copulé normalement, les 
femelles de toutes les especes étudiées produisent parfois exclusivement 
des descendants males issus d’ceufs non fécondés (voir chapitre 12). 
L’accouplement n’a done pas été fructueux et ces femelles ont produit 
des descendants males par parthénogenese arrhénotoque. Ce phéno- 
mene également observé chez d’autres parasites (notamment par 
SIMMONDS en 1947) n’est pas entierement éclairci : il semble toutefois 
que la stérilité des males soit souvent la cause de tels échees : en effet, 
plusieurs femelles de mes élevages, accouplées au méme male, ont 
produit sans exception, des descendants males. 

Telle est Pune des principales difficultés que j’ai rencontrées au 
cours des recherches consacrées au déterminisme du sexe chez les 
Pimplinae (voir deuxieme partie), tous mes élevages de P. turionellae t., 
n° 90, 127, 1383, de P. contemplator MUuu., n° 189, dl. alternans 
GRAY., n® 81, 82, 122, 128, etc. ayant été poursuivis durant de nombreux 
mois sans qu’une seule femelle apparaisse dans la descendance de ces 
parasites (voir aussi le chapitre suivant). 


10. La ponte 


Les femelles ne commencent généralement A rechercher leurs 
hétes que quelques jours aprés leur éclosion. Toutefois, la femelle 
de P. spuria GRAv., n° 150, a piqué des chrysalides le jour méme 
ou elle sortit de la dépouille de son hédte. Ici encore, il n’y a pas de 
regle absolue. 

Le parasite attiré par Vodeur (fait connu depuis Picarp 1921, 
1922, Faure 1926, Larne, Satr 1935, ULLYETT 1936, etc.), grimpe 
sur son héte ou sur le cocon qui l’enveloppe et l’inspecte avec ses 
antennes. Il semble que l’Ichneumonide apprécie & ce moment le 
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volume de son héte, qu'elle le « mesure » (voir deuxiéme partie, cha- 
pitre 26); puis elle se proméne sur la chrysalide d’un bout a l’autre, 
fait demi-tour, revient sur ses pas plusieurs fois, et finit par implanter 
sa tariere (position représentée sur la figure 1 H). 


La ponte dure en général de 45 secondes & une minute; on observe 
aussi des piqdires de 10 A 15 secondes, qui ne sont pas accompagnées 
du dépot de lVceuf. Inversement, la femelle laisse parfois sa tariére 
implantée durant plusieurs minutes sans bouger. Ce comportement 
est fréquent chez les femelles qui viennent de pondre tout leur stock 
d@oceufs murs et chez les femelles Agées qui ne donnent plus de des- 
cendants. La présence d’un ceuf mir dans Vovaire n’est done pas 
toujours indispensable au déclenchement du comportement de ponte, 
ou du moins, ne l’induit pas directement. En d’autres termes, on 
observe parfois une certaine indépendance entre la présence d’un 
ceuf mir dans l’ovaire et le comportement de ponte. 


En 1921, Picarp supposait que, chez P. instigator F., la ponte 
est un phénomeéne dont le déterminisme est trés simple. Il admettait 
que l’émission de lcuf dépend dune sensation tactile, celle de vide et 
de plein. En 1924, Faure étudia a nouveau ce probleme : il obtint 
la ponte de P. instigator F. en remplacant les chrysalides par diverses 
chenilles dans les papillottes qu’il présentait au parasite (les ceufs 
de P. instigator F. ne se sont pas développés dans de telles conditions) ; 
moins catégorique que Picarp, Faure conclut seulement de ses expé- 
riences que c’est bien dune sensation tactile que dépend l’émission de 
Veeuf (voyez cependant le paragraphe suivant). 


Quant a la seconde hypothese de Picarp, selon laquelle I’émission 
de lceuf dépendrait d’une sensation de vide et de plein, elle est 
dénuée de fondement : j’ai essayé de faire pondre des femelles de 
diverses Pimplines dans de faux hdtes de gélose légerement tachés 
& l’extérieur d’hémolymphe extraite de chrysalides fraiches. Jamais 
un seul ceuf ne fut pondu dans ces hétes, qui pourtant étaient « pleins », 
et avaient été piqués. Les femelles de Pimplines ne déposent pas 
davantage leurs ceufs dans des chrysalides en état de putréfaction. 
Inversement, lorsqu’une femelle de Pimpline est enfermée durant 
plusieurs jours dans un tube out elle est privée d’hétes, elle finit par 
déposer quelques ceufs sur la paroi du tube ou dans le bouchon de 
coton. 

En réalité, quelques travaux récents, encore peu nombreux, 
nous engagent a reconsidérer le déterminisme de la ponte sous un 
angle nouveau, et démontrent que ce probleme avait été non seule- 
ment mal compris, mais également mal posé par Picarp : en effet, 
Loyp (1940), VARLEY (1941), FuLToN (1947), DeTurer (1947), Kurra- 
MATHIATHU (1956), etc. ont étudié la constitution de la tariére chez 
quelques Hyménopteres parasites, et découvert sur cet organe, des 
chimiorécepteurs de contact renseignant l’insecte sur la nature chi- 
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mique du contenu de l’hote. DeTHIER, coupant abdomen de l’Ichneu- 
monide Nemeritis canescens GRAV. a notamment démontré que la 
tariére réagit encore aprés l’opération lorsqu’elle entre en contact 
avec certaines substances chimiques (voir également ci-dessous: SALT 
1937). 

Chez les Pimplinae, la ponte releve du méme mécanisme que 
chez les Hyménopteres objets des travaux énumérés ci-dessus. En effet, 
nous yverrons dans le chapitre suivant, que les diverses parties de la 
tariére sont criblées de pores microscopiques, qui ne semblent pas 
étre autre chose que des chimiorécepteurs (fig. 9 a 11). . 


Certaines données du comportement viennent d’ailleurs confirmer 
les données anatomiques : en effet, comme je l’ai déja signalé, lorsqu’une 
Pimpline pique une chrysalide en état de putréfaction, la tariere est 
rapidement retirée sans que l’ceuf ait été émis. Il est intéressant de 
noter que les piqtires sont exceptionnellement longues, « interminables » 
dans certains hotes intacts, mais non favorables. J’ai notamment 
observé la piqire trés longuement prolongée des diverses Pimplines 
de mes élevages, dans des pupes de Dipteres, et dans des larves de 
Tenebrio enfermées en lieu et place de nymphes dans des papillottes 
de papier. Des sensations d’ordre chimique au niveau de la tariere 
peuvent seules expliquer un tel comportement. Ces intéressants pro- 
blemes relevent du domaine de la physiologie sensorielle dans lequel 
je ne saurais me hasarder. 

De plus, lorsqu’on coupe en son milieu la tariere d’une Pimpline, 
Vinsecte ne parvient plus a perforer ’héte sur lequel il s’acharne en 
vain. Si nous pratiquons alors une ouverture dans la chrysalide pour 
faciliter limplantation de la tariere, celle-ci ressort immédiatement 
sans que l’ceuf ait été pondu, les sensations nécessaires & l’oviposition 
étant manifestement. éliminées. 


Kn 1953, une femelle de P. turtonellae L. (= examinator F.) dont 
la tariere était anormalement entrouverte sur sa face ventrale, 
pondit dans mes élevages. Cette femelle réussissait 4 percer son héte, 
mais les ceufs sortaient a la base de la tariére, et étaient émis a l’exté- 
rieur! Ils apparaissaient isolés, ou par groupes de deux disposés en 
quinconce. J’observai ainsi que l’ceuf est toujours pondu avec l’extré- 
mité la plus étroite et la plus rigide dirigée vers l’avant. Un jour, 
la tariére anormale glissa_ tangentiellement & I’héte préalablement 
blessé, et resta appliquée sur le papier taché d’hémolymphe qui enve- 
loppait la chrysalide. Malgré la position de la tariére a l’air libre, les 
ceufs furent émis. Les stylets sortant 4 ’extrémité de la tariére allaient 
et venaient 4 lair libre, et dans l’hémolymphe répandue, au lieu de 
fouiller les tissus de ’héte. Ici encore, il ne saurait étre question de 
sensations de plein et de vide au sens de Picarp. 

On sait que les Pimplines pondent plusieurs fois dans les mémes 
chrysalides, du moins au laboratoire, et qu’elles se comportent comme 
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Si elles étaient incapables de discerner les chrysalides saines des chry- 
salides déja parasitées (PrcarD 1922, FaurE 1926, JAcKSON 1937). 
Toutefois, dans certains cas, l’Ichneumonide refuse de piquer une 
seconde fois une nymphe de Tenebrio. Si nous lui présentons—alors 
un nouvel hdte, elle l’inspecte et le pique parfois. Un tel comportement 
s’observe chez des femelles qui pondent difficilement et seulement 
un nombre d’ceufs réduit (en automne notamment). Le renouvelle- 
ment de l’héte semble exciter A nouveau la femelle. 


Contrairement aux Pimplines, les femelles d’autres Hyménoptéres 
parasites, celles des Trichogramma notamment (SALT 1937), peuvent 
reconnaitre les hétes déja parasités. La tariére joue sans doute un 
role dans la détection du parasitisme antérieur, phénomeéne d’ordre 
biochimique dont nous avons parlé ci-dessus. Chez Microplectron 
fuscipennis zETT. (Hym. Chalcid.), ULtuyerr a démontré en 1936, 
que la femelle ne reconnait pas les hétes déja parasités, sauf si les 
larves du parasitisme antérieur ont atteint leur dernier stade. 


Une autre question se pose : la femelle de Pimpline pond-elle 
un ceuf 4 chaque piqtre ou plusieurs? La ponte de la femelle anormale 
décrite ci-dessus ne peut nous renseigner de fagon certaine sur ce 
point; je voyais apparaitre des ceufs, isolés en général, parfois groupés 
par paires ou par trois, mais il semblait que certains d’entre eux, mal 
éliminés, restaient anormalement a mi-chemin jusqu’a l’émission du 
suivant. 

L’examen direct du contenu de chrysalides fraichement parasitées 
pouvait seul nous renseigner de facon précise. Je disséquai done une 
série de chrysalides de Nymphalis (Vanessa auct.) io L. au fur et a 
mesure qu’elles étaient piquées par des femelles de P. instigator F. 
Je parvins sans peine a retrouver dans les tissus. les ceufs de cette 
Pimpline qui sont de taille respectable. Or, toutes les chrysalides 
examinées et qui avaient été piquées une fois, contenaient un seul 
ceuf de Pimpla ¥F. Celui-ci était placé dans les tissus compacts de la 
région médiane dorsale ou de la base de l’abdomen. Dans quelques 
cas exceptionnels, l’examen détaillé du contenu de la chrysalide ne 
me permit pas de retrouver un seul ceuf. Il est done vraisemblable 
qu’une partie au moins des nymphes ou des chrysalides attaquées 
dans mes élevages et qui ne produisirent pas de parasite (voyez les 
tableaux de ponte a la fin du présent travail) n’avaient tout simple- 
ment recu aucun ceuf. 

Comme chez tous les autres Hyménoptéres chez qui le sexe « est 
a la disposition de la mére », les Ichnewmonidae Pimplinae déposent 
donc habituellement un ceuf a chaque ponte. 

Par contre, chez les Hyménoptéres parasites, qui ont un compor- 
tement différent, ou moins évolué dans ce domaine, ou qui ne « dis- 
posent » pas du sexe de leurs descendants, la femelle émet souvent 
plusieurs ceufs 4 chaque piqire. Tel est notamment le cas de l’Ichneu- 
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monide Cryptinae Hemiteles melanarius GRAV., parasite erégaire de 
chrysalides de divers Lépidopteres (cf. AUBERT 1954). Certaines espeéces 
de Copidosoma, Cephalonomia, etc. pondent 2 ceufs par piqure; cer- 
tains Trichogramma, 8 ceufs; 1 Allotropa burrellit MUES., 9 ceufs..., et 
méme certaines Scélionides grégaires, tous leurs ceufs a la faveur 
d’une seule piqtre (cf. FLANDERS 1939, 1950). 

En 1925, Mrever estimait qu’une femelle de P. turionellae L., de 
P. instigator ¥. ou d’A. compunctor L. dépose en moyenne 1 a 6 ceufs 
par jour. Ces chiffres peuvent étre dépassés si la femelle n’a pas pondu 
durant plusieurs jours : en effet, JAcKSON (1937) signale le cas d’une 
femelle de P. turionellae Lu. (= evaminator F.) qui déposa 21 ceufs le 
méme jour. 

On peut encore se demander quel est le nombre d’ceufs total 
pondus par une femelle de Pimpline durant toute sa vie. D’apres 
mes observations, je ne pense pas surestimer leur fécondité maximum, 
en comptant que certaines femelles de Pimpla turionellae L. par- 
viennent & pondre quelque 250 ceufs, chiffre 5 fois supérieur a celui 
indiqué par MEYER (lI. c.). Je pense également pouvoir estimer a plus 
de 100 le nombre maximum d’ceufs pondus par une femelle d’Jto- 
plectis FORST. 

En résumé, nous voyons que la ponte des Pimpla ¥., Apechthis 
FORST. et Itoplectis FORST est un phénomene complexe, une succession 
de réflexes en chaine ou coordonnés, intéressant plusieurs organes 
la femelle est tout d’abord attirée par l’odeur de son hoéte, puis elle 
Vinspecte avec ses antennes. Avec ses antennes également, elle en 
apprécie le contour, et vraisemblablement aussi le volume. Puis elle 
en vérifie le contenu avec sa tariere criblée de pores microscopiques. 
Si les sensations ainsi percues sont favorables, un ceuf est enfin pondu. 


11. Anatomie, appareil reproducteur 


Dans le cadre des recherches entreprises concernant le détermi- 
nisme du sexe (deuxieme partie du présent travail), j’ai étudié l’anato- 
mie de l’abdomen, en particulier de l’appareil reproducteur des Pim- 
plinae males et femelles. A vrai dire, ces organes ont déja été décrits 
chez les femelles par Durour (1841), PaMpEL (1914), MEYER (1925)... 
De nombreux travaux ont également fourni des précisions sur l’ana- 
tomie de diverses Ichneumonides appartenant A d’autres sous-familles 
ou a d’autres genres que ceux auxquels je me suis limité. Je men- 
tionnerai notamment la remarquable thése de SEURAT (1899) sur 
diverses Braconides et Ichneumonides, les travaux de BLUNCK (1951) 
sur un Hemiteles, de BuGNion (1904) sur Rhyssa persuasoria u., de 
GIVEN (1944) sur Diadromus collaris Grav., etc. Je signalerai en outre 
dans la deuxiéme partie, quelques travaux sur les organes reproduc- 
teurs des Abeilles et des Guépes : en effet, je considére comme essen- 
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tielle la comparaison des structures existant dans les divers eroupes 
> s \ . . , . 
d’Hyménopteres. Je citerai également un peu plus loin les travaux 
consacrés a la structure de la tariére (p. 110). Enfin, je rappelle qu’en 
1894, Borpas a public un gros travail sur L’appareil génital méle 
des Hyménoptéres, sujet repris ultérieurement par BouLANct (1924) 
Prck (1937), SNope@rass (1941), Ricuarps (1956), ete. 
En présence d’une bibliographie déja si abondante, j’ai considéré 
comme superflue une étude trés approfondie de la structure de cer- 
tains organes, et je n’ai examiné que les moins connus. 


b 


Fic. 2 : Disposition des organes 4 l’intérieur de l’abdomen chez la femelle de 
Pimpla turionellae L. (= examinator F.). 

Fic. 3: Aprés ablation du tube digestif; G, ganglion anal; Ga, glande alcaline; 
Gu, glandes utérines; J, jabot; M, mésentéron; Ov, ovaires; Pd, procto- 
daeum; R, rectum; Rs, réceptacle séminal; Rv, réservoir de la glande a 
venin; T, tariére (x 15). 

Fic. 4: Vue dorsale du systéme reproducteur et des glandes 4 venin d’une femelle 
de Pimpla instigator ¥.; G, ganglion anal; Ga, glande alcaline; Ga, glande 
acide; Gu, glandes utérines; O, ceufs murs en position dans l’ovaire; Ovd, 
oviductes; Ovl, ovarioles; Rs, réceptacle séminal; Rv, réservoir de la 
glande a venin; T, tariére (x 12). 


Les figures 2 4 4 et 14 montrent la disposition des organes dans 
Vabdomen chez diverses espéces. Elles représentent simultanément 
les diverses étapes des dissections effectuées jusqu’a la mise en évidence 
des organes reproducteurs. Ces dissections ont été faites avec des 
épingles, sous binoculaire. J’ai enlevé l’un apres l’autre tous les ter- 
gites, puis chacun des organes, dans le sens dorso-ventral. 
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A. FEMELLE. 


Chez la femelle, le systéme digestif est disposé ventralement 
dans sa partie antérieure ot lon reconnait un volumineux jabot 
(extrémité de l’cesophage dilatée), occupant les cing premiers segments 
abdominaux et le début du sixiéme (fig. 2). A son extrémité distale, 
le jabot s’ouvre dans un organe ovoide, l’intestin moyen ou mésen- 
téron. Celui-ci est placé sur l’extrémité postérieure de l’cesophage, et 
s’étend jusqu’au milieu du 7¢ sternite. Il résulte de cette disposition, 
que le systéme digestif, ventral dans sa partie antérieure, devient 
dorsal & son extrémité postérieure. De nombreux tubes de Malpighi 
prennent naissance a l’extrémité distale de l’intestin moyen. De la, 
ils se dirigent en tous sens et entourent notamment l’intestin moyen 
d’un écheveau de petits tubes (fig. 2). 

Enfin, par l’intermédiaire d’un court proctodaeum et d’un rectum 
plus large, le tube digestif se termine par l’anus, qui est dorsal et 
débouche au-dessus de la tariere (pour plus de détails, voir Borpas 
1894). Il en résulte que pour rejeter ses excréments, la femelle replie 
sa tariére vers l’avant (ou latéralement), et frotte son extrémité anale 
contre le premier obstacle rencontré. 

Les organes reproducteurs sont situés plus en profondeur, et ne 
nous apparaissent qu’a la faveur d’une dissection plus poussée. Des 
le début de la dissection, il est vrai, l’extrémité antérieure des ovaires 
était visible au-dessus de l’cesophage. Le systeme reproducteur est 
done coudé comme le tube digestif, mais, 4 inverse de ce dernier, 
le systeme reproducteur est dorsal dans sa partie antérieure, et ventral 
a son extrémité postérieure. 

Si nous supprimons le tube digestif, avant de parvenir aux 
organes reproducteurs ventraux que nous décrirons en dernier lieu, 
nous apercevons d’abord le systeme nerveux, coudé lui aussi. En effet, 
dans les cing premiers segments abdominaux, la chaine nerveuse est 
ventrale, et presque appliquée contre les sternites. Toutefois, A partir 
du sixiéme segment, la chaine nerveuse remonte et vient se placer 
au-dessus des organes génitaux, immédiatement sous l’intestin moyen. 
Tous ces organes sont donc entrelacés les uns dans les autres. 


Contrairement 4 ce que l’on pourrait supposer, les ganglions de 
la chaine ventrale ne sont pas disposés A raison d’un par segment. 
Le premier ganglion est situé dans l’espace intersegmentaire faisant 
suite au deuxiéme sternite. Puis un deuxiéme ganglion occupe le milieu 
du quatrieme sternite. Nous observons le troisitme entre les cinquieme 
et sixiéme sternites. Sur ce dernier sternite est placé le quatrieme 
ganglion. Enfin, le cinquieme et dernier, beaucoup plus gros que les 
précédents, constitue une volumineuse masse nerveuse anale. I est 
situé exactement au-dessus du point ot les oviductes débouchent 
dans lutérus, au-dessus également du réceptacle séminal et de l’ouver- 
ture génitale située entre les sternites VI et VII (fig. 3 4 6). Plusieurs 
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filaments nerveux partent du ganglion anal et se dirigent les uns vers 
Pextrémité anale, les autres vers la base de la tariére comme SEURAT 
Pavait déja observé en 1899. 

Enfin, si nous supprimons le systéme nerveux et les fibres muscu- 
laires situées 4 la base de la tariére, le systeme reproducteur nous 
apparait avec ses glandes annexes. 

Les ovaires (déja figurés par Meyer en 1925, etc.) comptent 
jusqu’a 10 ou 15 ovarioles chez Pimpla turionellae .. (= examinator F.). 
Ils débouchent chacun dans un oviducte trés court qui s’ouvre dans 
Putérus (sec. PAMPEL 1914), A la hauteur de l’espace intersegmentaire 
reliant les sternites VI et VII. Le réceptacle séminal s’observe dans 
la région dorsale de l’utérus, entre les deux glandes utérines (fig. 3 
a 6). Enfin, Putérus communique avec le pore génital par l’intermé- 
diaire du vagin. L’orifice génital est situé chez la femelle a la base 
de la tariere, dans l’espace intersegmentaire VI-VII. 


Glandes a venin. — Ces glandes (glande alcaline et glande acide) 
ont été décrites par de si nombreux auteurs que je juge inutile de 
m’y arréter longuement. Je rappellerai que Durour (1841), Lacaze- 
DuTHIERS (1849), KRAEPELIN (1873), CARLET (1884), Buysson (1892), 
Borpas (1894), SEURAT (1899), PurisaLrx (1904, 1922), etc. les ont 
successivement étudiées morphologiquement et cytologiquement chez 
de nombreux Hyménopteres, Ichneumonides comprises. 


Ces deux glandes sont représentées sur les figures 3 a 6, et je 
considere méme comme superflu de les redécrire ici. 


Un fait mérite cependant d’étre signalé : j’ai été surpris de consta- 
ter que Borpas place sans explication, l’une et l’autre de ces glandes, 
tantét dans le flanc gauche des insectes qu’il étudie, tantdt dans le 
flane droit. De nombreuses dissections de Pimpla F., Apechthis FORST. 
et Itoplectis FOrsT. m’ont démontré que, chez une méme espéce, ces 
deux glandes peuvent effectivement étre situées soit dans le flanc 
gauche, soit de lautre coteé. 

Je désignerai comme deztres les femelles chez qui la glande 
acide est placée dans le flanc droit, les autres étant senestres. Une 
femelle dextre donne naissance aussi bien a des individus de l’une 
que de l’autre catégorie. 

Nous savons que la glande alcaline (ou tubuleuse, découverte 
par Durour en 1841) est originaire d’une évagination en doigt de 
gant de l’épiderme sur la ligne médiane ventrale. De méme, la glande 
acide dérive d’une ébauche en forme de vésicule s’ouvrant en avant 
du gorgeret, lui-méme originaire du 12° segment larvaire. J’ai parfois 
observé que la glande alcaline se déverse dans le vagin en avant de 
Vendroit ot le canal de la glande acide pénétre dans la tariére. 


Enfin, je rappelle que le venin, étudié par CaRLET (1884), puis 
surtout par Pursarx (1922), serait un mélange de la sécrétion de ces 
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deux glandes, et son principe actif serait une albumine toxique 
complexe. 


La tariére. — La taritre des Pimpla ¥., Apechthis Forst. et Ito- 
plectis FORST. est constituée des mémes éléments fondamentaux que 
chez les autres Hyménoptéres, Aculéates compris. 

Durour (1841) fut l’un des premiers a4 étudier Paiguillon des 
Hyménoptéres dont il décrivit et nomma quelques pieces. I] découvrit 
que la composition de Vappareil génital des Ichneumonides ne différe 
point de celle des Hyménopteres en général. En 1849-1852, LACAZE- 
Dururers observa A son tour l’ewistence dun plan unique dans la 
composition des oviscaptes et des verges des insectes. Dans ses tres remar- 
quables travaux, il mit en évidence l’homologie des divers constituants 
de la tariére et de l’aiguillon dans les différents groupes d’Hyménop- 
teres; plusieurs piéces de la tariére ont été nommeées par lui pour la 
premiere fois (voir ci-dessous). 

Ultérieurement, pour ne citer que les principaux, ZANDER (1911), 
SnopeGRAss (1925), Imms (1946), ont étudié laiguillon des Aculéates, 
tandis que Friuaur (1924) décrivait lappareil de ponte chez les 
Cynipides... Enfin, je mentionnerai encore l’intéressant travail de 
BrocHER (1926) grace auquel nous connaissons en détail les pieces 
et la musculature de la tariere chez l Ichneumonide Pimplinae Perithous 
mediator GRAV. 

Chez les Pimpla ¥., Apechthis FOrsT. et Itoplectis FORST., comme 
chez les autres Hyménoptéres mentionnés ci-dessus, la tariére est 
essentiellement composée d’une piece nommée gorgeret par DuFrouRr 
(1841), sous laquelle glissent les deux stylets analogues 4 ceux décrits 
par LacazE-DuTHIERS (1849). En 1926, BrocHER appelle ces derniéres 
pieces les styles (dénomination erronée). 


Légende de la planche. 


Fia. 5 : Vue latérale du systéme reproducteur et des glandes A venin d’une femelle 
de Pimpla instigator F.; Be, bourse copulatrice; Ga, glande alcaline; Gu, 
glandes utérines; Lu, ligament utérin; O, ceuf dans Povaire; Og, ouverture 
génitale; Ovd, oviductes; Rs, réceptacle séminal; Rv, réservoir de la glande 
a venin; T, tariére; V, vagin (xX 12). 

Fic. 6 : Id. chez Apechthis resinator rHNBG. Les derniers ganglions de la chaine 
nerveuse sont représentés. G, ganglion anal; Gac, glande acide; Ovl 
ovarioles; les autres lettres comme sur la figure 5 (X 17). ' 

Fic. 7 : Extrémité de la tariére chez Pimpla instigator y. L’un des stylets a été 
cassé et avancé vers l’extrémité de la tariére dans laquelle il glisse comme 
sur des rails. G, gorgeret; S, stylet (x 50). 

Fic. 8: Id. en coupe; G, gorgeret, S 1, S 2, les deux stylets (x 50). 


Fic. 9-10 : Figures semi-schématiques de la base et de l’extrémité d@ 
a u gorgeret 
chez Pimpla instigator ¥.; Ch, nombreux chimiorécepteurs: R rails a 
lesquels glissent les stylets; Tr, trachées (x 100). "Sha 
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Mes figures 7 4 11 représentent la tariere et ses constituants chez 
les especes que j’ai étudides. Sur la figure 8, le gorgeret et les stylets 
sont visibles en coupe oblique; nous voyons ainsi que les stylets 
glissent sur un rail ménagé dans la paroi du gorgeret, exemple remar- 
quable de coaptation. On sait que l’ceuf passe entre les membranes 
internes minces et souples des stylets. 

L’étude des diverses pieces de la tariére m’a révélé l’existence 
sur les stylets aussi bien que sur le gorgeret, d’mnombrables petites 
ouvertures qui ne semblent pas étre autre chose que des chimio- 
récepteurs analogues A ceux décrits chez d’autres Hyménoptéres par 
Loyp (1940), VARLEY (1941), FULTON (1947), DETHTER (1947), Kurta- 
MATHIATHU (1956). 


Mes figures semi-schématiques 11 A-C montrent ces éléments 
sur toute la longueur du stylet chez P. instigator F. et A. compunctor L. 
La position de ces petites ouvertures n’est pas absolument constante 
chez tous les individus. Les figures 9-10 représentent en deétail le 
gorgeret de P. instigator ¥. o& nous retrouvons les mémes éléments. 
En 1933, Fuiron a décrit et figuré des pores microscopiques analogues 
chez Habrocytus cerealellae AsuM. On les observe aussi sur l’aiguillon 
des Aculéates (SNopGRASS 1910). D’apres KuTTAMATHIATHU (1956) 
les stylets seuls présentent des sensilles « chimiorécepteurs » chez 
Philotrypesis caricae L. 


Chez les Pimplinae, le gorgeret est également parcouru par deux 
trachées fixées dans la cavité de l’organe par des ligaments transver- 
saux ou obliques. Une trachée non représentée sur mes figures semi- 
schématiques s’observe également dans chaque stylet (fait déjA men- 
tionné chez d’autres Hyménopteres par SruraT en 1899). Enfin, 
d’autres éléments microscopiques que je ne me hasarderai pas a 
expliquer sont visibles sur les stylets et dans le gorgeret (fig. 9-11). 
Je pense notamment aux deux structures en forme d’écailles irrégu- 
lieres disposées sur les stylets, 4 la base des denticulations... 


Les stylets sont fixés a l’écaille (LAcazE-DuTHIERS 1849) ou 
aileron (BROCHER 1926), elle-méme articulée avec le huitiéme tergite 
(neuvieme si lon compte le segment abdominal absorbé dans le thorax 
ot il forme le segment médiaire). Ces éléments visibles sur ma figure 11, 


eS 


Fig. 11 : A, figure semi-schématique de la base d’un stylet et des structures qui 
le relient au segment abdominal IX chez Pimpla instigator ¥. Le stylet 
est criblé de chimiorécepteurs de la base 4 l’extrémité. La trachée contenue 
dans chaque stylet n’est pas représentée; Ec, écaille (xX 50). B, suite de 
la figure précédente : extrémité du stylet. C, idem chez Apechthis compunctor 


L.; Ch, chimiorécepteurs; ed, petites écailles sclérifiées di é 
face dorsale du stylet (x 100). elt tart 
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sont également représentés, et leur fonction est expliquée dans les 
travaux de Snopcrass (1925), BrocHER (1926), DETHIER (1947). 
L’origine de ces pieces a été démontrée par SEURAT en 1899. 


Réceptacle séminal. —- SWAMMERDAM (1738), AupouIN (1824), 
SrmBoLp (1843), Leuckarr (1858), Leypic (1859), BERLEPSCH (1873), 
Cuesutre (1885), BuTTEL (1905) ont successivement deécrit le réceptacle 
séminal de l’Abeille, organe observé comme nous le voyons, depuis plus 
de deux siécles. CHESHIRE (1885) et MarcHat (1894) ont étudié le méme 
organe chez les Guépes, ainsi que ADLERZ (1887), JANET (1902) et 
Hotipay (1903) chez les Fourmis... Toutefois, les observations de 
ces auteurs et leurs interprétations étaient toujours entachées d’erreurs, 
et aucun d’entre eux n’avait compris, sinon le réle, du moins le fone- 
tionnement exact de cet organe dont Vimportance est si grande chez 
les Hyménoptéres. Je rappelle que le Francais AUDOUIN reconnut le 
premier en 1824 l’utilité du réceptacle en tant que capsule contenant 
les spermatozoides. En 1906, BressLau vint résoudre la plupart des 
problémes anatomiques concernant le réceptacle séminal de Il’ Abeille. 


Dans son trés remarquable travail, il démontra la complexité de cet organe 
et du canal séminal destiné a conduire les spermatozoides jusque dans l’utérus 
ou s’effectue la fécondation de l’ceuf. 

Bresstavu découvrit que le prétendu muscle circulaire entourant le canal 
séminal, muscle que tous les auteurs antérieurs avaient considéré comme un 
« sphincter », est constitué en réalité, de 3 faisceaux semi-circulaires (compres- 
seurs). Ces muscles agissent en corrélation avec des faisceaux de muscles longitu- 
dinaux (un extenseur et deux fléchisseurs). De plus, le canal séminal est courbé 
en S, et comprend un repli longitudinal interne qui agit comme un piston. 

Lorsqu’un ceuf doit étre fécondé, le muscle extenseur se contracterait ce qui 
déterminerait l’allongement de la courbure en S du canal, et simultanément, 
Pélargissement de la lumiére dans la région coudée ot: se trouve le repli interne. 
Dans l’espace vide ainsi créé, une petite quantité de spermatozoides est aspirée. 
Puis les muscles fléchisseurs (antagonistes de l’extenseur) rétablissent la cour- 


Légende de la planche I. 


Puoro 1 : Réceptacle séminal (Rs) de Pimpla instigator ¥. in toto « suspendu par 
son pétiole » (P) 4 Vextrémité distale du canal séminal (Cs) & lemplacement 
ou se déverse le canal de la glande spermathécale (Cg); les deux lobes de 
la glande en question recouvrent le tout comme le « chapeau » d’un cham- 
pignon (Gs) (x 180). 

Puoto 2 : Idem, apres ablation de la glande spermathécale par microdissection; — 
muscle compresseur (Mc), muscle compresseur du « pétiole » (Mep), muscle 
fléchisseur (Mf). Les autres lettres comme sur la photo 1 (x 220). 


Puoto 3 : Coupe sériée longitudinale du réceptacle séminal (Rs), du « pétiole » 


(P), de la glande spermathécale (Gs) et du canal séminal (Cs) de Pimpla 
turionellae L. (= examinator ¥.) (Xx 340). 


PHOTO 4 : Coupe sériée qui montre les spermatozoides A Vintérieur du réceptacle 
seminal d’une femelle de P. turionellae L. (x 750). 
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bure premiere du canal en S dans lequel le repli interne empéche la régression 
des spermatozoides. Enfin, ceux-ci sont poussés vers Vutérus par la contraction 
successive des diverses fibres des compresseurs. 

Tel est Pappareil compliqué que Bressuau a désigné sous le nom 
de « Spermapumpe » (pompe a sperme). 


PLANCHE I 
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Toutefois, en 1913, ApaAm a démontré Vinexistence du prétendu 
« muscle extenseur » de BRESsLAU qui n’était en réalité qu’un faisceau 
de fibres déplacées des compresseurs. D’apres ADAM, la pompe a 
sperme fonctionne en réalité par suite du relachement réflexe simultané 
des muscles fléchisseurs et compresseurs, ceux-ci étant contractés a 
état de repos! Grace a lélasticité du canal séminal, un étirement 
s’ensuit, la lumiére s’élargit et les spermatozoides y sont aspirés. Puis 
la compression successive des fibres des faisceaux compresseurs et 
fléchisseurs rétablit la courbure normale du canal et fait progresser 
les spermatozoides vers lutérus. 


Apam a également fait une étude comparée de la spermathéque chez quelques 
Bombus, Andrena, Vespides et Fourmis. Chez ces Hyménoptéres, le réceptacle 
natteint que rarement la complexité de l’organe décrit chez Apis mellifica 1.. 
Trés souvent en effet, les muscles longitudinaux manquent. Chez les Vespides, 
il est vrai, orientation des fibres musculaires est extraordinairement complexe, 
et l'on observe non seulement des compresseurs et des fléchisseurs, mais encore 
un muscle compresseur circulaire autour de la spermathéque elle-méme. 


Je rappelle enfin, que le réceptacle est souvent atrophié chez 
les ouvrieres des Hyménopteres sociaux (ADAM 1913), et qu’il est 
réduit chez les Tenthredinidae, 4 une évagination de utérus dépourvue 
de Vappareil musculaire complexe qui s’observe chez les Apidae, 
Vespidae et Ichneumonidae (BOULANGE, VANDEL 1931, MANNING 1956). 


Le réceptacle séminal des Hyménopteres parasites, notamment 
celui des Ichneumonidae, n’a été que tres peu étudié, et jamais en 
détail (cf. FLANDERS 1939). Chez les Pimpla ¥F., Apechthis FORST.’ et 
Itoplectis FORST., cet organe est de taille infime, invisible 4 l’ceil nu, 
ce qui ne facilite pas son étude : situé sur la paroi dorsale de l’utérus, 
caché sous le ganglion anal, il est une petite sphére chitineuse a paroi 


tres épaisse, presque entiérement recouverte par une volumineuse 
glande (fig. 3, 4, 12 et pl. I, I). 


J’ai étudié cet organe in toto, coloré ou non (microdissections & 
aide d’épingles), et sur des coupes sériées (planche 1), chez P. insti- 
gator ¥. et P. turionellae L. (= examinator F.) principalement. 


Le réceptacle, le canal et sa musculature, sont entourés d’une 
mince enveloppe commune. Le réceptacle, disposé tout contre le canal 
séminal, semble suspendu a l’extrémité de ce dernier par son « pétiole » 
ou « pédoncule », C’est ainsi que STEBOLD appelait le canalicule condui- 
sant les spermatozoides du réceptacle dans le canal séminal. La partie 
distale du canal séminal, a la hauteur du réceptacle, présente une 
courbure en S, analogue a celle décrite par Apam chez diverses Apidae. 
De plus, sur toute sa longueur, la moitié du canal opposée au réceptacle, 
est plus fortement sclérifiée que la portion située du cdté du récep- 
tacle (fig. 13). Cette particularité confére sans doute au canal une 
certaine rigidité qui lui permet de reprendre sa position premiere 
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apres l’expulsion des spermatozoides (voir ci-dessus l’explication 
d’ApAM concernant I|’Abeille). 

Certains auteurs ont décrit la paroi interne du canal séminal 
comme présentant des épaississements spiralés, spirales qui corres- 
pondraient aux mouvements des spermatozoides (FLANDERS 1939). 
En réalité, la figure 138, faite au microscope A contrastes de phases, 
démontre que les prétendues spirales qui apparaissent sous un micros- 
cope ordinaire a faible grossissement, sont chez les Pimplinae, un 
réseau d’alvéoles de forme et de taille variables, disposés en quin- 
conce. 


43! 


Fic. 12 : Réceptacle séminal et musculature qui en détermine le fonctionnement 
chez une femelle de Pimpla instigator r. La volumineuse glande sperma- 
thécale bilobée qui entoure lVorgane a été supprimée; Cg, canal de la glande 
spermathécale; Cs, canal séminal; Mc, muscle compresseur ; Mcp, muscle 
compresseur du « pétiole »; Mf, muscle fléchisseur longitudinal; Rs, récep- 
tacle séminal ( 240). 

Fic. 13 : Canal séminal fortement grossi tel qu’il apparait sous un microscope a 
contrastes de phases; A, portion dorsale médiane vue de face chez Pimpla 
instigator ¥.; B, idem face ventrale; C, idem en coupe longitudinale chez 
Pimpla turionellae L. (= examinator ¥.); v, cdté « ventral » tourné du cété 
du réceptacle; d, cété opposé « dorsal »; D, idem en coupe transversale dans 
la région distale, non loin du réceptacle (diamétre du canal 23). 


De plus, le canal séminal est entouré sur toute la longueur de la 
courbure en S, d’un volumineux muscle semi-circulaire, qui n’est 
autre que le muscle compresseur décrit précédemment chez des autres 
Hyménoptéres. Les fibres de ce muscle sont si obliques a l'extrémite 
proximale inférieure du compresseur, qu’elles deviennent parfois 
presque longitudinales. Certaines, fixées sur la capsule, du coté supé- 
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rieur, simulent parfois sur les coupes, un muscle compresseur du 
réceptacle tel qu'il a été décrit chez les Vespides. En réalité, une 
telle structure n’existe pas chez les Pimplinae. . 

On trouve par contre, chez ces insectes, deux bandes musculaires 
longitudinales qui sont homologue des muscles fléchisseurs décrits 
par Bressiau chez l’Abeille domestique (fig. 12). 

En plus des éléments musculaires existant chez les Apidae, en 
plus des muscles compresseurs et fléchisseurs, les Pimplinae possedent 
encore un muscle transversal autour du « pétiole » de la capsule, que 
je désignerai sous le nom de muscle compresseur du pétiole (fig. 12). 

Ainsi constitué, le réceptacle séminal des Pimpla F. est pourvu 
de tous les éléments qui lui permettent_de fonctionner 4 la maniére 
d’une pompe comme chez les Hyménopteres supérieurs sociaux. 

Enfin, je rappelle que tout l’organe est recouvert d’une volumi- 
neuse glande spermathécale bilobée (planche I). Chacun des lobes est 
replié autour du réceptacle, et son contenu se déverse dans un canal 
médian. Les deux canaux fusionnent bientot en un canal commun 
qui débouche au point de rencontre du « pétiole » et du canal séminal. 
La sécrétion de cette glande, légerement alcaline d’apres LILLIE (1919), 
activerait les spermatozoides, et favoriserait leur acheminement dans 
le canal séminal. Nous verrons plus loin (chapitre 13) toute Vimpor- 
tance de cette glande dans le mécanisme de la détermination du sexe. 


Les photographies de la planche II montrent les spermatozoides 
en place dans le réceptacle. Il s’agit d’éléments tres petits (environ 
12 » de longueur), pourvus d’un flagelle gréle. On a émis lhypothese 
qu’au moment de leur emmagasinement dans le réceptacle, lors de 
Paccouplement, les spermatozoides seraient attirés dans la capsule 
par chimiotactisme (FLANDERS 1939, etc.). Toutefois, RuTTNER (1956) 
vient de démontrer que cette hypothése ne saurait étre maintenue, 
du moins en ce qui concerne l’Abeille chez qui les spermatozoides 
sont emmagasinés dans le réceptacle grace &4 des mouvements combinés 
actifs et passifs de la femelle. Chez les Pimplinae, un tel mécanisme 
pourrait expliquer que les femelles endormies a l’aide d’éther ne sont 
pas fécondées par les males qui copulent avec elles (?) (cf. chapitre 9). 


B. LE MALE. 


Les organes génitaux males des Hyménoptéres, Ichneumonidae 
incluses, ont été étudiés par de nombreux auteurs, parmi lesquels 
Borpas (1894), SkuRAT (1899), ZANDER (1900), BouLanck (1924), 
PECK (1937) et SNopaRAss (1941) se sont le plus illustrés. 


Kn 1894, Borpas a étudié en détail le systeme reproducteur 
male de plusieurs Ichneumonidae. Les Pimplinae ne figurent pas 
parmi les especes qu’il a examinées; toutefois, mes observations me 
permettent d’affirmer que les males de Pimplinae ne different guere 
(en ce qui concerne leurs organes reproducteurs), des autres Ichneu- 
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PLANCHE II 


PuHoto 1 : Réceptacle séminal in toto (Rs) contenant des spermatozoides (Sp) ; 
« pétiole » (P), canal séminal (Cs), muscle compresseur (Mc), muscle compres- 
seur du pétiole (Mcp), muscle fléchisseur (Mf) d’une femelle de Pimpla insti- 
gator ¥. aprés ablation de la glande spermathécale par microdissection ( x 400). 

Puorto 2 : Coupe sériée du réceptacle séminal (Rs), du canal séminal (Cs), et de 
la glande spermathécale (Gs) de Pimpla instigator r. De nombreuses fibres 
obliques transversales appartenant principalement au muscle compresseur 
sont visibles sur cette coupe (Mc) (x 560). 
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monidae étudiées par BorDas. Etant donné les connaissances déja 
acquises, j’ai étudié les males moins en détail que les ferme lesa 
Mes figures 14 A a D, montrent les diverses étapes de la dissec- 
tion destinée a isoler les organes reproducteurs males de Pimpla 
instigator F. Ces derniers sont constitués (comme chez les especes 
disséquées par Borpas), de deux testicules dissimulés sur la face 


Fic. 14: A, disposition des organes 4 lintérieur de abdomen chez le male de 
Pimpla instigator F.; B, idem aprés ablation du tube digestif; C, D, organes 
reproducteurs isolés vus de 3/4 et de profil; Ab, anneau basal du caulis; 
ApP, apophyses proximales du pénis; Cd, canal déférent; Cej, canal éjacula- 
teur; Cejc, canal éjaculateur commun; G, ganglion anal; Gace, glandes 
accessoires; J, jabot; M, mésentéron; Pd, proctodaeum; Pg X, pygostyles 
(tergite X); Pm, paraméres (valves); R, rectum; T, testicules; TM, tubes 
de Malpighi; VP, valves du pénis; IX, X, 9¢ et 10° tergites (X 12). 


dorsale de l’intestin, parmi les tubes de Malpighi. Les deux testicules 
sont enveloppés d’une membrane commune (scrotum). IIs se 
déversent chacun dans un long canal déférent. Chaque canal déférent 
longe une volumineuse glande accessoire située & cOté du rectum. Un 
nouveau canal, le ductus ejaculatorius conduit les spermatozoides depuis 
la base de la glande accessoire jusque dans le canal éjaculateur commun 
(Borpas 1894) qui débouche entre les deux valves du pénis (fig. 14) 


DEUXIEME PARTIE 


REVISION DES TRAVAUX CONCERNANT LA THEORIE 
DE DZIERZON ET OBSERVATIONS NOUVELLES 
SUR LE DETERMINISME DU SEXE CHEZ LES PIMPLA F.. 
APECHTHIS ¥Forst. ET ITOPLECTIS Forsv. 


I. — REVISION DES CONNAISSANCES ACTUELLEMENT ACQUISES 


12. Détermination du sexe chez les Hyménoptéres 


Chez les Hyménopteres, nous savons que le sexe est déterminé 
génétiquement suivant le mécanisme connu sous le nom d’haplodi- 
ploidie : les males sont normalement haploides et les femelles diploides 
(les cellules somatiques étant souvent polyploides). Parmi les chromo- 
somes de ces insectes, on ne peut affirmer que certains sont des chromo- 
somes sexuels, et les théories de MANNING (1949-1953) affirmant que 
Vélément « crochu » observé chez |’Abeille domestique serait un chromo- 
some sexuel sont tres discutées (voir SANDERSON et Hau 1948-1951). 

Que l’unanimité ne soit pas encore établie sur ce point parmi les 
chercheurs ne saurait étonner ceux qui connaissent l’aspect des chro- 
mosomes chez les Hyménopteres, chromosomes de tres petite taille, 
généralement peu caractéristiques et difficiles a dénombrer. 

On constate que la méiose avorte au cours de la spermatogenese, 
c’est-a-dire que la premiére division de maturation est plus ou moins 
abolie, et se manifeste tout au plus par l’expulsion d’un globule polaire. 
L’ovogenése par contre, est du type normal, et s’accompagne d’une 
méiose qui aboutit 4 la formation d’un ovule aprés expulsion de deux 
globules polaires. 

Un ceuf non fécondé, contenant done un stock haploide de chro- 
mosomes, se développe normalement lorsqu’il est pondu par une 
femelle d’Hyménoptére, que celle-ci soit vierge ou quelle ait été 
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fécondée : un tel ceuf donne naissance 4 un male. Dépourvu de pere, 
ce male est homozygote et il hérite exclusivement de caracteres trans- 
mis par sa « mere ». L’ceuf fécondé par contre, contient un stock 
diploide de chromosomes, et il donne naissance a une femelle. 

Toutefois, on a également constaté l’existence de males diploides 
exceptionnels chez les Hyménoptéres. Les quelques males intermé- 
diaires obtenus par CuéNnor (1909) d’une Abeille domestique de race 
indigéne fécondée par un faux-bourdon de race italienne plus colorée, 
étaient peut-étre des males diploides biparentaux (voir ci-dessous, 
chapitres 14 et 27). 

Les expériences de Wuitine (1925-1945) faites sur des Habro- 
bracon juglandis asum. de races homozygotes parfaitement pures, ont 
démontré de fagon plus concluante l’existence de males diploides chez 
qui les caractéres des parents apparaissent parfois disposés en mosaique. 

Mais WuiITING a apporté des précisions encore plus importantes 
sur le déterminisme du sexe chez les Hyménopteres : d’apres sa théorie 
génique du sexe, le sexe male d’Habrobracon juglandis asuM., déter- 
miné par l’état homozygote, présenterait un génotype X 1, X 2 ou 
X 3... tandis que le sexe femelle résulterait d’un phénomene de comple- 
mentarisme, c’est-a-dire de quelque interaction entre les différents X 
(X 1X 2 ou X 2 X 3...). La rencontre de ces complémentaires est 
naturellement impossible chez un individu haploide qui est toujours 
male. Les males diploides qui sont tres rares, sont également homozy- 
gotes, et résulteraient de la rencontre exceptionnelle de genes homo- 
logues X 1 X 1 ou X 2 X 2 dans les lignées consanguines. 

Je rappelle en passant, que GuHL et DozorcEva (1934) estiment 
avoir vérifié les hypotheses de WuiTING chez le Pteromalus puparum L. 
Ultérieurement, NoLan (1938), MAcKENSEN (1939), PAsTEELS (1949), 
SANDERSON et HA. (1948, 1951) ont tenté d’accorder les découvertes 
de Wuittne avec les connaissances acquises concernant |’ Abeille 
domestique. 

D’aprés les théories de Wuitinc, Vhaploidie ne déterminerait 
quw’indirectement le sexe male. Or, nous verrons dans le chapitre 14, 
que certaines femelles d’Hyménoptéres fécondent ou non leurs ceufs 
au moment de la ponte, en fonction des conditions extérieures (théorie 
de Dztrrzon). Ce faisant, elles provoquent indirectement le phéno- 
mene de complémentarisme génique, ou l’empéchent de se manifester 


dans lceuf qu’elles déposent. Ainsi, elles déterminent indirectement 
le sexe de leurs descendants. 


13. Facteurs exercant une influence sur la proportion des sexes 
chez les Hyménoptéres parasites 


Dans le présent chapitre, nous passerons en revue quelques 
modalités de déterminisme du sexe chez les Hyménoptéres parasites. 
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Les exemples énumérés démontreront que le sexe ratio (pourcentage 
de femelles et de males) dans une population de parasites peut étre 
modifié par divers facteurs, d’ordre interne, ou d’ordre externe: Dans 
certains cas, ces facteurs interférent ou se completent; dans d’autres 
cas, il est vrai, la cause profonde des phénoménes observés, ou leur 
mécanisme restent encore obscurs. Tous les cas mentionnés ci-dessous 
ont déja été énumérés par CLAUSEN (1939) ou FLANDERS (1939, 1942, 
1943, 1944, 1945, 1950, 1956), et je ne ferai que les rappeler bri¢vement : 


1. Rétention des eufs. — D’aprés THompson & PARKER (1928), 
les femelles de Melittobia acasta wLK. ont tendance a retenir leurs 
ceufs lorsqu’elles n’ont pas été fécondées, c’est-a-dire lorsque la sper- 
matheque ne contient pas de spermatozoides. Par contre, celles qui 
sont fécondées pondent sans hésitation : les descendants seront done 
en majeure partie du sexe femelle chez M. acasta wx. 


2. Accouplement. — FLANDERS (1937) a constaté que les femelles 
de Coccophagus lycimnia wiK. pondent avant de s’accoupler, des 
ceufs externes sur des larves de Chalcidiens. Aprés l’accouplement 
par contre, elles pondent dans le corps des Cochenilles Lecaniinae. 
De méme, chez le Coccophagus ochraceus How., les ceufs haploides 
éclosent seulement lorsquw’ils ont été pondus a l’extérieur du bouclier 
d’une Lécaniine, tandis que les ceufs diploides (femelles) se développent 
exclusivement dans le corps de l’hote. 

Chez ces parasites, qui pondent facilement avant et apres l’accou- 
plement, la répartition des sexes peut donc étre déterminée par la 
durée qui sépare l’éclosion imaginale de l’accouplement. 


3. Capacité de la glande spermathécale. — Chez les Braconides et 
les Chalcidiens, la glande spermathécale (« partie dynamique de la 
spermathéque » sec. FLANDERS 1956) a une faible capacité. I] en résul- 
terait que seul un petit nombre de spermatozoides peuvent étre activés 
simultanément : chez ces parasites, le sexe ratio serait done déter- 
miné, en partie tout au moins, par le taux d’oviposition (pontes plus 
ou moins rapprochées), lui-méme déterminé par la densité de Phote 
(voyez les paragraphes suivants). Cette observation n’est pas valable 
pour les Ichnewmonidae dont la glande spermathécale est plus volu- 
mineuse, et d’une capacité plus grande (*). 


4. Taux de ponte. — Si la durée écoulée entre chaque ponte est 
suffisante, tous les ceufs peuvent étre fécondés chez les parasites 
dont la glande spermathécale a une faible capacité (voir paragraphe 
précédent). Or, chez certaines Braconidae, les oviductes sont parfois 
modifiés et adaptés au stockage des ceufs. De ce fait, les femelles en 
question peuvent pondre rapidement un grand nombre d’ceufs. Leur 


(*) En réalité, nous verrons dans le chapitre 14 (B) que plusieurs Braconides 


et Chalcidiens peuvent aussi déterminer plus ou moins directement le sexe de leurs 
descendants par « oviposition sélective ». 
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glande spermathécale ayant une faible capacité, ainsi s’expliquerait 
que ces parasites engendrent parfois une forte proportion de males 
(FLANDERS 1950). 


5. Densité de Vhéte. — Les males haploides prédominent chez 
certains Chalcidiens et Braconides si la population de I’héte est trés 
dense, puisque les ceufs pondus a intervalles rapprochés sont peu 
fécondés en raison de la faible capacité de la glande spermathécale 
(FLANDERS 1942, 1950, 1956). Tel serait notamment le cas du Cocco- 
phagus ochraceus How. parasite des larves de Saissetia spp. 


6. Variations suivant Vannée. — BAKER a observé statistiquement 
en 1924-1927, que le sexe ratio de l’Ephialtes roborator F. variait sui- 
vant les années (CLAUSEN 1939). 


7%. Variations saisonniéres. — Le sexe ratio varie également 
suivant la saison chez Micropterus clauseni comp. endoparasite gré- 
gaire de Ceroplastes. Il passe de 3 femelles pour 1 male durant la 
génération hibernante, 4 9 femelles pour 1 male en été (CLAUSEN 1939). 


8. La température. — D’apres SPEYER (1926-1927), les tempé- 
ratures basses déterminent l’apparition de males adultes chez Encarsia 
formosa GAHAN, parasite d’Aleurodides. Les parents de ces males se 
sont développés 4 température élevée. Chez: Habrolepis rowxi ComMP., 
les femelles qui se développent 4 80 °F (= 27 °C) dans des Coccides 
mires sont thélytoques; par contre, celles qui ont évolué a l’état de 
jeunes larves dans des Coccides immatures sont amphitoques ou 
arrhénotoques (FLANDERS 1945). 


Dans la plupart des cas, la température agit sans doute indirecte- 
ment sur le sexe ratio des parasites, par suite de la mortalité sélective, 
Pun des sexes étant moins résistant que l’autre A une température 
donnée (voyez notamment Mourst 1946). 


9. La nourriture. — La proportion des sexes varie chez Trichi- 
logaster longifoliae suivant la plante nourrissant Vhéte : I’ Acacia 
longifolia var. floribunda F. MuEtt favorise l’apparition de males et de 
femelles en nombre égal, tandis que la proportion de males produits sur 
Acacia longifolia wiLLD. typique, est seulement de 1 % (NoBLE 1940). 


10. Les hétes préférés. — Les ceufs fécondés femelles sont souvent 
déposés dans ou sur les hétes préférés dont la présence détermine 
Vactivation de la musculature ou de la glande spermathécale. Or, 
on sait également (ULLYETT 1936, etc.) que les parasites préférent 
généralement les hétes de grande taille. Les ceufs fécondés femelles 
seront done déposés dans les hétes de grande taille, et les ceufs males 
dans les hétes plus petits : tel est notamment le cas des Ichneumo- 
nides Pimplinae. Le méme phénoméne, connu sous le nom de théorie 
de Dzrerzon, se retrouve chez divers Hyménoptéres non parasites 
nous l’étudierons dans les chapitres qui suivent. 


. 
, 
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14. La théorie de Dzrerzon, « le sexe a la disposition de la mére» 


Le probleme fut posé pour la premiére fois par Jonann Dzterzon, 
un pasteur qui élevait des Abeilles & Karlsmarkt en Silésie. Il publia 
ses remarquables observations sur Vorigine des Faux-bourdons en 
1845 dans la revue Eichstddter Bienenzeitung. 

D’apres la théorie de Dzrerzon, les males d’Abeilles se déve- 
loppent a partir d’ceufs non fécondés, tandis que les femelles (reines 
et ouvrieres) sont issues d’ceufs fécondés. La reine déposerait « a 
volonté », dans une certaine mesure, des ceufs vierges males dans les 
grands alvéoles, et des ceufs fécondés femelles dans les petites cellules 
d’ouvrieres. 

Cette théorie parut extraordinaire 4 l’époque de Dzrerzon, et 
plus d’un pensaient qu’elle ne survivrait guére. Toutefois, DzreERzon 
ne se laissa pas induire en erreur par les nombreuses voix qui s’en 
prenaient a lui et qui croyaient démontrer l’inexactitude de sa théorie. 
Comme le releve NacutTsHEIM dans son admirable travail publié en 
1918, DzIERZON savait apporter des faits 4 l’appui de sa théorie. 
Lorsqu’on relit les premieres pages de |’Hichstddter Bienenzeitung, on 
est surpris de voir combien DzIERZON connaissait exactement Ja bio- 
logie et le développement de l|’Abeille, et combien au contraire ses 
adversaires étaient ignorants. 


Parmi les défenseurs de la théorie de DzirrRzon, BERLEPSCH, 
SIEBOLD et LEuckarT ont publié des observations dont la valeur 
scientifique et l’exactitude sont infiniment supérieures a celles de 
leurs adversaires. Ces derniers ont trop souvent donné libre cours a 
leur fantaisie, tels certains apiculteurs qui navaient pas les connais- 
sances nécessaires pour faire des expériences judicieuses, telles certaines 
personnes instruites qui croyaient pouvoir donner leur avis sans connaitre 
de facon précise la biologie de l’ Abeille et les conditions a Vintérieur de 
la ruche (NACHTSHEIM). 

Ultérieurement, des chercheurs de plus en plus nombreux ont 
expliqué par la théorie de DziErzon, la répartition des sexes chez 
d’autres Hyménoptéres. Le probleme s’est posé en particulier chez 
les Ichneumonidae Pimplinae (CHEWYREUV 1913), ot j’ai tenté per- 
sonnellement de l’étudier a l’aide de techniques nouvelles. 

Je considére que la théorie de DziERzon, si elle n’est pas une vue 
de l’esprit, doit étre en accord avec trois aspects fondamentaux du 


probleme : 

1. Le comportement de la femelle; 

2. L’anatomie de la femelle, en particulier du réceptacle séminal; 
3. L’aspect des chromosomes chez le male et chez la femelle. 


Chez les Pimplinae, je n’ai étudié que les deux premiers points. 
Toutefois, je n’oserais aborder un probleme si complexe, aux aspects 


+ 
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si divers, sans avoir passé en revue les connaissances acquises concer- 
nant l’Abeille domestique d’une part, et d’autre part les divers groupes 
d’Hyménoptéres chez qui la répartition des sexes s’expliquerait par 
la théorie de DzIERZON. 


A. Le CAS DE L’ABEILLE DOMESTIQUE (Apis mellifica L.). 


Les étonnantes découvertes de DztrRzoN sont a Vorigine des 
remarquables travaux de SIEBOLD, WEISMANN, BRESSLAU, CUENOT, 
NacutsHEm, etc. Malheureusement, un siécle apres les découvertes de 
DzrERzON et de BERLEPSCH, cinquante ans apres celles de BLOCHMANN, 
WEISMANN et ses éléves, BuTTEL-REEPEN, Mrves, ApAM, etc., des 
apiculteurs publient encore de temps a autre des notes ot sont exposées 
les théories les plus extravagantes, théories qui font apparaitre, plut6ot 
quw’un nouvel aspect du probléme, l’ignorance de ceux qui les publient. 


NoLan (1988), PAsTEELS (1949), SANDERSON et Ha i (1948, 
1951), FLANDERS (1950), MorEaux (1951), CHauvIN (1952), KERR et 
LaipLaw (1956) ont passé en revue les connaissances actuelles rela- 
tives au déterminisme du sexe chez l’Abeille domestique. Toutefois, 
ces travaux ne tiennent pas toujours compte des trois aspects fonda- 
mentaux du probleme, et certains nous rappellent sans discernement 
les théories les plus invraisemblables qui ont été énoncées. 

Plusieurs auteurs en effet, ont affirmé que la nourriture déter- 
minerait le sexe de |’Abeille, d’autres ont cru observer des différences 
structurelles entre les deux ovaires et oviductes de la reine, d’autres 
ont voulu expliquer certaines « exceptions » par des transferts d’ceufs 
effectués par les ouvricres, d’autres enfin ont pratiqué des croisements 
entre Abeilles de races différentes pour voir si les males issus d’ceufs 
vierges étaient réellement du type maternel; toutefois, ils ignoraient 
que les reines utilisées dans leurs expériences étaient impures (hétérozy- 
gotes), et ils ont conclu bien trop rapidement que la théorie de Dzrer- 
ZON n’était pas valable. Récemment encore, on a prétendu que tous 
les ceufs seraient fécondés, et que les ouvriéres élimineraient par léchage 
les spermatozoides se trouvant sur les ceufs destinés A produire des 
males. Devrait-on supposer que les spermatozoides séjournent a l’exté- 
rieur du chorion, et pénétrent dans l’ceuf seulement au bout d’un 
certain temps, et A la condition que les ouvriéres les aient épargnés? 

En réalité, je pense que les auteurs suivants méritent seuls d’étre 
mentionnés : 

AUDOUIN (1824) comprit le premier l’importance du réceptacle 
séminal des insectes en tant qu’organe destiné A recevoir les sperma- 
tozoides lors de ’accouplement : Ne voit-on pas que dans les insectes 
la femelle, apres avoir regu la liqueur du mdle, est en quelque sorte char gée 
de sa distribution? Par cette conclusion pertinente, Aupourn ter- 
mine la lettre qu’il adressa en 1824, & l’Académie royale des sciences. 

SIEBOLD (1843) établit définitivement que le réceptacle séminal 
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de la reine est un organe destiné A contenir les spermatozoides. C’est 
aussi a SIEBOLD que nous devons la premiére étude comparée du récep- 
tacle chez divers Hyménoptéres. 

BERLEPSCH (1851, 1856) effectue une série d’expériences, notam- 
ment des croisements méticuleux entre races différentes; il obtient 
des résultats qui sont en parfait accord avec la théorie de Dzrerzon, 
et il répand ces découvertes parmi les apiculteurs. 

KUCHENMEISTER (1857) réfute les idées couramment admises sur 
la contractilité du réceptacle séminal, la paroi de la capsule étant 
dépourvue de musculature. 

LruckartT (1858) s’obstine a croire que la paroi est pourvue de 
musculature, comme chez les Vespides. Il a cependant le mérite de 
découvrir la musculature du canal séminal, et il constate que le récep- 
tacle est rudimentaire chez les ouvriéres d’Abeilles. 

Leypic (1859, 1867) démontre enfin l’absence de musculature 
dans la paroi du réceptacle, et il observe que les mouvements tour- 
billonnants des spermatozoides sont indépendants de la musculature 
du canal ou de la structure du réceptacle. 

SIEBOLD (1871) constate que la taille du réceptacle est en relation 
avec les besoins de la reine en spermatozoides. 

SANSON (1878) expose 4a l’Académie des sciences, qu’une reine 
fécondée, gelée, puis « ramenée a la vie » ne pond plus désormais que 
des ceufs males. I] observe que le réceptacle séminal des reines agées 
« bourdonneuses » devient transparent (le stock de spermatozoides étant 
épuisé). 

Je dois cependant rappeler que la conservation de reines d’Abeilles 
dans une glaciere et l’étude ultérieure de leur descendance, avaient 
déja été effectuées précédemment par BERLEPSCH. 

BLOcHMANN (1889) établit que la maturation se poursuit de la 
méme maniére dans tous les ceufs; les ceufs males ne contiennent pas 
de spermatozoides, tandis que les ceufs déposés dans les cellules d’ou- 
vrieres sont polyspermiques. 

WEISMANN, PAULCKE, PETRUNKEWITCH (1899-1903) confirment 
et font connaitre les découvertes de BLocHMANN. En 1908, PETRUN- 
KEWITCH compte 16 chromosomes chez l’Abeille (il considere encore 
ce nombre comme diploide). 

Burret-REEPEN (1905) fut un observateur attentif et objectif 
qui défendit la théorie de Dz1ERzon. 

Bressiav (1906) découvrit enfin la structure et le mécanisme du 
réceptacle séminal de l’Abeille, et démontra qu’il fonctionne comme 
une pompe (Spermapumpe). 

Meves (1904-1907), Mark & CopELAND (1906), DoNcASTER 
(1907) étudiérent les divisions des spermatocytes, et démontrerent que 
les spermatides contiennent le méme nombre de chromosomes que les 


spermatogonies. 
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CukNoT (1909) reprend avec beaucoup plus de soin que nombre 
de ses prédécesseurs, la fameuse expérience de croisements entre 
femelle d’une race et male d’une autre race. Comme BERLEPSCH (1856) 
et StEBOLD (1864), il confirme A son tour la théorie de DzrERzon. 


Apam (1918) complete et rectifie quelque peu les découvertes de 
Bressrau sur la musculature et le fonctionnement du_ réceptacle 
séminal. Il compare la structure de cet organe dans divers groupes 
d’Hyménopteres. 

NAcuTSHEIM (1913) fait simultanément une mise au point judi- 
cieuse des connaissances valables acquises & son époque. Il étudie 
pour la premiére fois en détail l’aspect_des chromosomes dans les 
noyaux males et femelles. Le fuseau de division de Veuf vierge ne 
contient que le nombre haploide de 16 chromosomes, le fuseau de Vauf 
fécondé en contient 32, donc la division réductionnelle avorte dans la 
spermatogenése. Souvent, les cellules somatiques sont polyploides, 
avec 82, 64 chromosomes. NACHTSHEIM conclut (en 1913!) que ses 
recherches ont apporté la preuve formelle de la théorte de Dz1ERZzON. 


ONION (1912, 1914) et Jack (1916) démontrent que chez une race 
sud-africaine d’Apis mellifica L., les ouvrieres peuvent étre excep- 
tionnellement fertiles, et que les ceufs de ces ouvrieres se développent 
parfois en reines comme les ceufs fécondés d’une reine accouplée. 

Durant les années qui suivirent, les chercheurs ont étudié princi- 
palement d’autres Hyménopteres que lAbeille domestique (voir 
ci-dessous). WHITING (1925-1945) découvrit notamment l’existence 
exceptionnelle de males biparentaux chez MHabrobracon juglandis 
ASHM. et publia ses fameuses théories sur les alléles multiples et V’ori- 
gine génique du sexe (cf. chapitre précédent). D’aprés les découvertes 
de Wuitinc, Vhaploidie déterminerait seulement indirectement le 
sexe male, mais ces travaux n’invalident pas la théorie de Dzrerzon. 
On cherche actuellement a accorder les idées de Wurittne avec les 
connaissances acquises concernant |’Abeille domestique. 


SANDERSON & HAatu (1948, 1951), Ris & Kerr (1952), ont repris 
étude des chromosomes de I’Abeille, et confirmé que, chez le faux- 
bourdon il en existe 16 a tous les stades du développement des sperma- 
tozoides. Chez la femelle, il y a 82 chromosomes dans l’ovogonie, et 
16 dans Vovocyte apres réduction. Rien ne prouve l’existence de 
chromosomes sexuels. La théorie de ’haplo-diploidie peut expliquer 
a elle seule la détermination du sexe chez |’ Abeille. Enfin, SANDERSON 


& Hau ont rectifié quelques erreurs de NacuTsHEIM sur la forme 
et association des chromosomes. 


TaBeR (1954) constate existence d’accouplements multiples 
chez ce méme insecte : parfois, la reine s’accouple avec plusieurs males 
au cours d’un méme vol nuptial. 


Enfin, RurTNER (1956) démontre que les spermatozoides ne sont 
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pas emmagasinés dans le réceptacle par chimiotactisme, mais par une 
combinaison de mouvements actifs et passifs de abdomen. 

Les chercheurs qui ont utilisé l’Abeille comme objet de leurs 
investigations, n’ont peut-étre pas choisi l’insecte le plus facile a 
étudier, lorganisation sociale étant particuligrement complexe dans 
la ruche, et tres sensible aux interventions des expérimentateurs. 
Toutefois, parmi les belles découvertes énumérées ci-dessus, il n’en 
est point qui infirme la théorie de Dzrerzon. Dans les cas ot cette 
théorie n’est pas valable, d’autres explications doivent naturellement 
venir la compléter, ce qui ne diminue en rien sa valeur. 


En conclusion, il semble que la mystérieuse propriété qu’ont 
certains Hyménoptéres de « disposer du sexe de leurs descendants », 
s’expliquerait de la maniére suivante : en réponse A certaines stimu- 
lations, la femelle actionne ou non la pompe spermatique, ce qui 
détermine la fécondation ou la non-fécondation de son ceuf : ainsi, 
l’ceuf en question donnera naissance 4 un descendant femelle ou male. 


B. « LE SEXE A LA DISPOSITION DE LA MERE » CHEZ LES AUTRES HyME- 
NOPTERES. 


Je passerai maintenant en revue les cas ot le sexe est le plus 
manifestement « a la disposition de la mere » (selon l’expression de 
FABRE), a savoir les cas ot: la femelle détermine le sexe de ses descen- 
dants au moment de la ponte, en fonction apparemment de la quantité 
de nourriture disponible, de la taille de Vhéte ou de la cellule destinée a 
abriter le descendant. 


Ce phénomene remarquable s’observe chez de nombreux Hymé- 
nopteres, sociaux, nidifiants, prédateurs ou parasites appartenant a 
différentes familles. 


En 1864 déja, ScHLEIP constatait que les femelles de Chalicodome 
(Megachile muraria ¥F.) construisent des cellules de tailles différentes, 
les grandes cellules contenant une plus grande quantité de nourri- 
ture et donnant des femelles, tandis que les cellules les plus petites 
et les moins approvisionnées abritent des males. 


Fasre (1879-1890) fit & son tour de nombreuses observations 
précises et méthodiques qui mirent en évidence des phénoménes du 
méme ordre chez diverses Apidae appartenant aux genres Osmia 
PANZ. et Anthidium F. Chez plusieurs especes d’Osmies, chez O. cornuta 
LATR. notamment, la femelle pond des ceufs fécondés femelles dans 
de grandes cellules, et des ceufs males dans des cellules plus petites 
contenant moins de nourriture. De plus, les cellules de males sont 
situées A l’entrée du nid, tandis que les cellules de femelles sont placées 
en profondeur. Ce phénoméne est en relation avec la protandrie des 
males qui se développent plus rapidement et quittent le nid avant 
les femelles. Lorsqu’une Osmie pond dans plusieurs tiges de roseaux 
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de faible longueur, elle dépose alternativement des ceufs femelles au 
fond, puis des ceufs males a lextérieur, ceci successivement dans 
chaque roseau. 

Chez Anthidium 7-dentatum LaTR. et A. bellicosum LEP., FABRE 
a démontré que les ceufs femelles sont pondus au fond des coquilles 
d’Helix, tandis que les ceufs males sont déposés pres de l’entrée ot 
espace est le plus grand : or, il se trouve que chez les Anthidies en 
question, contrairement aux Osmies, les males sont précisément plus 
gros que les femelles ! 

Fasre considérait la théorie de DztERzoN comme trés simple, 
lucide, séduisante..., mais il ne lui témoignait aucune sympathie 
Il s’obstina 4 nier l’origine parthénogénétique des males, car il avait 
observé que certains ceufs, apparemment normaux, pondus dans les 
derniéres cellules ne se développaient pas. Ces eufs n’éclosent pas, 
disait-il, parce qwils n’ont pas été fécondés. Ainsi périrait tout animal 
ow végétal qui n’aurait pas recu limprégnation vivifiante. 


En 1892, NicoLas confirma les observations de FaBrRE, et rejeta 
a son tour la théorie de DzreRzon. 


Les recherches de Popovici-BAzNosANuU, en 1909, confirment a 
leur tour celles de FaBRE et de Nicouas : D’aprés mes recherches, je 
confirme la tendance des espéces bicornis, cornuta, adunca a@ produire 
dabord des femelles et puis des males, mais sans régularité absolue, 
puisque j'ai constaté souvent le mélange des sexes... 

C’est en 1899 et 1912 seulement, que CUENOoT et SCHLEIP révi- 
serent les observations de leurs prédécesseurs en les accordant avec 
la théorie de DzIERzON. 


En 1924, Descy étudia & nouveau quelques especes d’Osmies. II 
les fit pondre dans des tubes pourvus d’un piston qui permettait de 
rétrécir & volonté le volume des cellules. Or, l’?Osmie rétablissait le 
volume primitif de la cellule modifié par un tel artifice. Elle agissait 
«comme si elle voulait absolument un volume déterminé pour le logis 
de son ceuf », Descy observa également qu’une femelle vierge construit 
seulement de petites cellules; il en conclut que linsecte détermine le 
sexe de son ceuf, et construit une cellule de tel ou tel type, suivant 
que son réceptacle séminal contient ou non des spermatozoides : 
du sperme dans la poche séminale, grandes cellules; pas de sperme, 
petites cellules. Toutefois, cette théorie de Drescy n’est assurément 
pas valable dans tous les cas : elle est en contradiction avec certaines 
expériences de FaBrE (pontes successives dans plusieurs nids de petite 
dimension), expériences qui ont pourtant été maintes fois confirmées. 

Chez les Philanthus ¥., Tachytes PANZ. et Cerceris LATR., Hymé- 
noptéres de la famille des Sphégides, les ceufs femelles sont également 
pondus dans de grandes cellules richement approvisionnées. FABRE 
a démontré que si l’on intervertit les rations de nourriture déposées 
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dans les cellules, on ne modifie en rien le sexe « prédestiné » des ceufs : 
on obtient seulement des males de forte taille, et des femelles malineres. 


Kn 1892, VerHorFF découvrit des phénoménes du méme ordre 
chez le Crabo capitosus suux. Il observa que les premiers nids creusés 
sont les plus profonds, et contiennent notamment les cellules les plus 
spacieuses d’ot sortiront des femelles. 

Des faits analogues sont & nouveau signalés par BorpaGE en 
1912, chez Pison argentatum sHUuK., et surtout chez Trypoxylon 
scutifrons SAUSS. 

En 1935, VERGNE constate que la ponte du Philanthus triangu- 
lum ¥. débute toujours par des males; puis une ou deux femelles sont 
disposées dans chaque nid, les derniers ceufs pondus pouvant étre 
parfois des males. 

Chez les Vespidae, Marcuat a démontré en 1896 que la reine de 
Vespula germanica ¥. posséde au moins a partir de la fin de la premiere 
quinzaine de septembre le powvoir de déterminer a coup stir le sexe femelle 
des ceufs quelle pond dans les grandes cellules, constituant les gateaux 
inférieurs, ef guau contraire dans les petites cellules, elle pond indiffé- 
remment des ceufs femelles ou mdles. Pour rendre compte de ce fait, on 
ne peut admettre actuellement que le principe de la théorie de Dz1ERzon. 

Chez les parasites, le cas des Tiphia F. est devenu classique depuis 
les travaux de Brunson (1934-1937). Cet auteur a démontré que 
T. popilliavora Rou. pond principalement des ceufs femelles sur les 
larves du troisieme stade du Coléoptere Popillia japonica NEw., et 
des ceufs males sur les larves du premier stade. BRUNSON a interverti 
les ceufs de Tiphia pondus sur des larves de stades différents, sans 
modifier pour autant la destinée premiere de l’ceuf. 

Le méme phénomeéne a été signalé par TayLor (1937) chez les 
Chalecidiens Pleurotropis parvulus FERR. et Elasmus hispidarum FERR., 
parasites de chenilles mineuses. Ici également, on obtient un plus grand 
nombre de parasites femelles 4 partir de chenilles du troisieme stade. 


Chez un Metaphycus africain introduit en Californie, FLANDERS 
(1939) a lui aussi observé que la femelle pond des ceufs fécondés 
femelles dans les Saissetia oleae BERN., de 1 1/8 a 2 1/2 mm, et des 
ceufs vierges males dans les individus mesurant 1 mm. 


On connait aussi des cas analogues chez les Braconidae: en effet, 
d@apres Hotpaway & Smirn (19382), chez Alysia manducator PANz., 
parasite de pupes de Dipteres, les femelles se développent aux dépens 
des pupes les plus grandes, tandis que les males sortent des plus petites. 

Enfin, en 1913, CHEwyreuy a signalé que le sexe serait «a la 
disposition de la mére » chez les Ichneumonidae du genre Pimpla rv. 
Je reviendrai sur ce dernier cas dans le paragraphe C. 

CHEWYREUV a également observé que chez certaines Ichneumo- 
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nides Campoplex rérst. (recte Dusona cam.) et Exenierus HTG. spp., une 
forte majorité des femelles sont issues des hdtes les plus grands. 

J’ajouterai que parmi les Hyménopteres « disposant du sexe de 
leurs descendants », dont les chromosomes ont été étudiés, on ne 
connait pas d’espéce chez qui les males résultent normalement d’ceufs 
fécondés. Les males en question sont haploides, tandis que les femelles 
possédent un stock de chromosomes diploide (voir chapitre 12). 

Nous avons notamment N = 16, 2 N = 32 chez Apts mellifica L. 
(NACHTSHEIM 1913) et chez Osmia cornuta LATR. (ARMBRUSTER 1913). 
Chez le Chalcidien Melittobia chalybii ASHM., SCHMIEDER (1938) a 
découvert chez le male le nombre haploide de 5 chromosomes, tandis 
que le nombre diploide de 10 s’observe dans l’ceuf fécondé. SCHMIEDER 
conclut de ses recherches que la détermination du sexe semble sutvre 
la théorie de Dz1ERzON, sauf que, chez Melittobia, [haploidie a générale- 
ment un effet léthal. 

Nous voyons que les nombreuses observations faites par des 
auteurs sérieux sur le déterminisme du sexe chez les Hyménoptéres 
les plus divers, sont en complet accord avec la théorie de DzreRzon, 
comme c’est aussi le cas en ce qui concerne l’Abeille domestique. 


C. Le cas ves Ichneumonidae Pimplinae. 


En 1913, CHEWyREUV publia un travail devenu classique sur : 
Le réle des femelles dans la détermination du sexe de levir descendance 
dans le groupe des Ichneumonides. Il étudia la répartition des sexes 
chez les deux espéces de grande taille Pimpla instigator F. et Apechthis 
compunctor L. (= brassicariae popA), de méme que chez P. turionellae L. 
(= examinator F.) et A. capulifera KRIECHB. qui sont des Pimplines 
de plus petite taille. 

Lorsqu’il présentait A ces parasites des chrysalides de grande 
taille (Sphina L., Saturnia scHRK., Gastropacha 0.), les femelles y 
déposaient des ceufs qui produisaient des descendants femelles. Par 
contre, les chrysalides de Pieris scHRK., Bupalus LeEacH, Panolis HB. 
qui sont sensiblement plus petites, contenaient des parasites males 
en majorité. Si lon offre aux femelles que des nymphes de grande 
taille, on peut tout a fait éliminer le sexe masculin de la descendance 
de ces femelles ; au contraire, au cas ou lon ne met & la disposition des 
femelles, que des nymphes de petite taille, on n’arrive pas & éliminer 
tout a fait de leur descendance le sexe féminin, on n’obtient qu'une preé- 
pondérance de males... CHEWYREUV ayant également observé que des 
femelles de Pimplinae non fécondées produisent exclusivement des 
ceufs males, il en conclut que « la femelle fécondée pond aussi des eufs 
non fécondés, et que ce sont ces w@ufs qui fournissent des miles. Crest la 
seule interprétation possible... ; 

En 1935, SryrRic critique sévérement, et sans fondement, les 
observations de CHzEwyrEeuy : II est impossible d’admetire, écrit-il, 
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que la femelle qui pond un ceuf dans wne chrysalide, sache qu elle a affaire 
a une chrysalide de telle ou telle taille, et quelle en déduise la maniére 
de pondre son uf dedans. Les chrysalides lui sont d’ailleurs trés souvent 
cachées dans la nature (sinon dans les expériences de CuzwyrEvv), 
soit par un cocon, soit par des feuilles attachées ensemble... Il nous semble 
impossible d’admettre sans autre explication la théorie simpliste telle que 
Cuewyrevy I’'a exposée. Seyric termine sa note en faisant appel a 
la théorie de la « Host selection », selon laquelle des parasites ayant 
vécu dans un hote donné auraient tendance a y revenir pour pondre 
leurs ceufs. Les grandes femelles « confieraient » tout naturellement 
leurs ceufs 4 de grandes chrysalides, alors que les petites femelles, 
moins attractives pour les males, resteraient vierges et déposeraient 
leurs ceufs dans de petites chrysalides. 

Les hypotheses proposées par SEyRiG n’étaient pas nouvelles : 
elles avaient déja été suggérées par Kawa. en 1870, qui se demandait 
alors si les petites chrysalides d’Hyponomeuta ne seraient pas attaquées 
exclusivement par de petites femelles de P. turionellae L. (= examina- 
tor F.). 

Immédiatement apres la parution du travail de S—eyric, VANDEL 
(ibid. 1935) souligna la grande généralité chez les Hyménopteres, 
des phénomenes observés par Dzierzon, FaBre & CHEWYREUV. 
Il ajoute avec raison, que l’interprétation de SEyRIc, méme au cas 
ou elle s appliquerait aux Pimpla, ne saurait étre généralisée... 

En réalité, méme en ce qui concerne les Pimpla F., la note de 
SEyRIG (qui ne repose sur aucune base expérimentale) me parait tres 
critiquable et dénuée de fondement pour les raisons suivantes : tout 
d’abord, les males si nombreux en certaines saisons, recherchent avec 
ardeur, et fécondent aussi bien les femelles de petite taille que les 
grandes femelles. A part quelques individus récoltés 4 approche de 
Vhiver (cf. chapitre 9B), toutes les femelles que j’ai capturées dans 
la nature durant la belle saison étaient fécondées, quelle que fat leur 
taille. 

Je rappelle également (voir chapitre 9), que les males se ras- 
semblent autour des chrysalides, s’apprétant 4 féconder les femelles 
encore enfermées a l’intérieur, dés qu’elles se libéreront. Il est done 
fort improbable que des femelles de Pimplinae pondent normalement 
dans la nature avant d’étre fécondées, comme le pensait SEYRIc. 

En outre, il serait plus rationnel d’admettre que les femelles, 
grandes ou petites, pondent dans des chrysalides de toutes les tailles. 
J’ai méme obtenu in natura, des males d’Itoplectis maculator F. hyper- 
parasites de minuscules cocons de Bathyplectes PORsT. (= Canidiella 
ASHM.) sp. ; 

On peut se demander également d’ow proviennent les petites 
femelles de Pimplines dont parle Sevyric ! En effet, d’apres cet auteur, 
les petites femelles en question ne seraient pas fécondées et dépose- 
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raient des ceufs vierges dans les petites chrysalides; ces dernieres 
ne pourraient done abriter que des males. En réalité, dans la nature 
comme dans les élevages, les femelles de petite taille sont issues d’ceufs 
pondus par des femelles de toutes les tailles, et leur existence s’explique 
comme suit 

1° Des femelles de grande taille peuvent pondre des ceufs fécondés 
dans ies petites chrysalides (CHEWYREUV l’avait déja signalé en 1913); 

20 A certaines périodes, comme nous le verrons dans le chapitre 17B, 
les Pimplinae pondent souvent des ceufs fécondés dans n’importe 
quel héte; 

3° Des femelles de petite taille peuvent également sortir de grandes 
chrysalides défectueuses ou partiellement.dévorées par la « mére » au 
moment de la ponte. 

Toutes les observations que j’ai faites au laboratoire, et qui sont 
exposées dans les chapitres suivants, confirment les observations et 
les interprétations de CHEwyreEvv. De plus, elles les completent, et 
sont en accord avec la théorie de DzrERzon. 


Observation. — I] convient de rappeler que la théorie de DzIERzoN 
west pas valable pour tous les Hyménopteres : certains phénomenes 
complexes qui s’observent dans le cycle a générations bisexuées et 
agames alternantes chez les Cynipides, ou la parthénogenese thély- 
toque, parfois géographique, de certaines Tenthrédinides et de divers 
Hyménopteres parasites, font intervenir d’autres mécanismes que je 
ne puis étudier dans le présent travail, travail consacré aux Hyménop- 
teres chez qui précisément le sexe de la descendance peut étre déter- 
miné selon les principes fondamentaux de la théorie de DzrERzon. 


Il. — OBSERVATIONS PERSONNELLES 


15. Proportions de males et de femelles dans la nature 
chez diverses espéces d’Ichneumonides 


Lorsqu’on désire étudier dans la nature la répartition des sexes 
chez les Ichneumonides, on se heurte A de nombreuses difficultés. 
Kn effet, plusieurs facteurs viennent compliquer lobservation, et les 
résultats que l’on croit avoir acquis sont souvent trompeurs. Dans 
le présent chapitre seront exposées quelques données nouvelles qui 
mettent en évidence plusieurs explications possibles a la prédominance 


apparente ou réelle de l’un des sexes dans la nature, chez diverses 
especes d’Ichneumonides. 
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1. Mesostenus grammicus Grav. (Cryptinae). — En aotit 1954, 
je n’ai capturé que des femelles de cette espéce le soir, dans les herbes, 
au mont des Oiseaux, au-dessus de Hyéres (Var). Par contre, & 0, 
d’Ail (Alpes-Maritimes) en aotit 1955, le matin en plein soleil, je n’ai 
vu que des males sur une haie, en bordure d’un jardin cultivé. Chez 
cette espéce, comme chez la suivante, il se pourrait que les femelles 
se mettent en chasse de préférence 4 la tombée de la nuit. 

2. Zaglyptus multicolor Grav. (Pimplinae). — J’ai capturé un 
grand nombre de males appartenant a cette espéce, sur des buissons 
de lierre, en plein soleil, au plateau Saint-Michel, au-dessus de Menton. 
Par contre, les femelles ne sortaient des buissons de lierre que le soir 
au coucher du soleil. Une seule d’entre elles fut capturée l’aprés-midi, 
immobile sur une feuille. 


3. Alomya debellator ¥. et A. semiflavus stEPH. (Tryphoninae). — 
Les femelles de ces especes passent pour étre rares : parmi les nom- 
breux exemplaires de ma collection, je ne possede guére qu’une femelle 
pour 9 males. 


4. Ophion impressus THNBG. (= ventricosus GRAV.) (Ophioninae). — 
En plein jour, les males de cette Ichneumonide parcourent les fourrés 
du bois de Vincennes ot ils pullulent au premier printemps. Toutefois, 
parmi les innombrables individus observés, je n’ai jamais vu une 
seule femelle. 


Cymodusa ancilla sEYRIG (Ophioninae). — De méme, parmi 
les 17 exemplaires de C. ancilla sEyR. capturés par moi en 1951, 1952 
et 1955 a4 Menton et Cap-d’Ail, il y avait 15 males et 2 femelles. 
Je ne pense pas devoir allonger la liste des cas analogues qui 
relevent sans doute de facteurs éthologiques. 


6. Nemeritis canescens Grav. (Ophioninae). — Un phénomene 
trés particulier semble régler le sexe ratio chez N. canescens GRAV. 
on sait en effet que cette Ichneumonide se reproduit facilement au 
laboratoire par parthénogenése thélytoque, aux dépens de |’ Ephestia 
kiihniella z. Seul un nombre extrémement réduit de males ont été 
observés par ceux qui ont élevé N. canescens Grav. au laboratoire. 
En 1937 notamment, Hase a publié un travail intéressant sur le male 
de l’Ichneumonide en question. Cet auteur obtint 9 males en élevant 
des femelles sur des hétes divers entre lesquels elles pouvaient choisir. 
Dans le cas présent, la parthénogenese et le sexe ratio pourraient 
dépendre de la nourriture plus ou moins variée aborbée par les larves. 
D’autre part, l’absence de males serait géographique (parthénogenese 
géographique de VANDEL 1931). Toutefois, la parthénogenese géogra- 
phique, du moins en ce qui concerne N. canescens GRAV., n’est peut- 
étre qu’une apparence, la vraie cause du phénomene étant sans rapport 
avec la répartition géographique (voir aussi: FLANDERS 1945). 

Quoi qu’il en soit, en automne 1951, en été 1952 et 1955, j'ai 
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capturé 25 exemplaires de cette Ichneumonide 4 Cap-d’Ail et & Menton. 
Nombre d’entre eux volaient a la fin de Vaprés-midi au-dessus des 
buissons de lierre du plateau Saint-Michel en compagnie des Zaglyptus 
dont il vient d’étre question (n° 2). Or, parmi les 25 spécimens capturés, 
spécimens en tous points semblables a ceux élevés au laboratoire a 
Paris, il y avait 17 males et seulement 8 femelles ! 


7. Agrypon fleworius THNBG. (= Labrorhychus tenuicornis GRAV.) 
(Ophioninae). — A la fin d’octobre et en novembre 1952, j’ai capture 
8 femelles de cette Ophionine dans les herbes du plateau Saint-Michel, 
au-dessus de Menton, mais aucun male. Par contre, au méme endroit, 
en aotit 1955, j’ai observé et récolté de nombreux individus dont 60 % 
étaient des males! Ce phénoméne serait-il di au fait que les males 
disparaitraient plus t6t que les femelles a la fin de l’été? 


8. Pimpla contemplator MULL. et Itoplectis maculator ¥F. (Pim- 
plinae). — J’ai déja signalé que ces Pimplinae présentent une pro- 
tandrie trés nette au printemps, et que par contre, on ne trouve plus 
que des femelles en automne. J’ai aussi observé que les femelles de 
ces Ichneumonides se concentrent souvent dans le bois de Vincennes 
en des endroits tres précis, sous certains arbres particulierement 
envahis de Tortrix viridana L. (pour les Itoplectis FORST.), ou en bor- 
dure de petites clairieres ensoleillées (en automne surtout pour les 
Pimpla ¥., cf. chapitre 2). 

Tous ces exemples prouvent que la proportion réelle des sexes 
chez une espece donnée, peut difficilement étre étudiée a la faveur 
de récoltes effectuées dans la nature. J’ai done entrepris de nombreux 
élevages, au laboratoire d’évolution, et fait diverses expériences dont 
les résultats seront exposés dans les chapitres qui suivent. 


16. Elevages effectués au laboratoire et difficultés rencontrées. 


Kté comme hiver, depuis 1953, j’ai étudié la descendance de plus 
de 350 femelles appartenant aux 10 espéces énumérées dans le cha- 
pitre 1B. De nombreuses difficultés se sont présentées, qui rendirent 
inutilisable la moitié de mes élevages : 


1. Les femelles mouraient souvent prématurément, de sorte que 
étude de leur descendance ne pouvait présenter qu’un intérét limité. 
D’une maniére générale, dans le présent exposé, je tiendrai compte 
seulement des femelles qui pondirent durant plusieurs semaines, et 
qui eurent plusieurs dizaines de descendants. 


2, Une autre difficulté fut que des femelles accouplées ne produi- 
sirent que des descendants males, l’accouplement n’ayant pas été 
suivi de fécondation (voir chapitre 9). 
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3. Les hétes se sont parfois révélés défectueux, inadéquats ou 
réfractaires (cf. chapitre 7). 

4. En vieillissant, les élevages périclitent, la fertilité et Ja lon- 
gévité des parasites diminuent au point que de nouvelles souches 
doivent étre recherchées. 

5. Les résultats des expériences n’apparaissent qu’au moment 
ou tous les descendants sont éclos, et aprés que les tableaux de pontes 
ont été établis, c’est-a-dire bien aprés la mort de la femelle pondeuse. 
Il n’est done guére possible d’étudier directement I’état des organes 
au moment ot tel ou tel phénoméne se manifeste. Dans certains cas, 
seules des hypothéses pourront étre proposées. 

Malgré ces difficultés, deux méthodes de travail étaient suscep- 
tibles de faire progresser les recherches entreprises : d’une part il était 
possible de faire pondre un grand nombre de femelles dans des cir- 
constances peu variées, et d’étudier statistiquement les résultats 
obtenus. Mais il était également possible de faire pondre un petit 
nombre de femelles dans les circonstances les: plus variées, et de 
comparer entre eux les résultats d’expériences trés diverses. J’ai choisi 
cette derniere méthode de travail qui m’a paru plus intéressante 
pour l’étude d’un domaine encore peu exploré. 

La comparaison des résultats ainsi obtenus nous permettra parfois 
de connaitre indirectement, ou de supposer les phénomenes secondaires 
qui n’ont pu étre étudiés en détail. Quoi qu’il en soit les présentes 
recherches ne peuvent étre considérées que comme un débroussaillage 
du probleme. 


17. Pontes dans des hétes presque exclusivement de grande taille 
ou exclusivement de petite taille. 


Dans les expériences qui vont étre présentées, }’admettrai qu’un 
hdte est de grande taille lorsqu’il dépasse la taille du parasite (et 
inversement pour un héte de petite dimension). Il est évident que 
les limites définissant un héte de grande ou de petite taille sont quelque 
peu arbitraires : j’ai done utilisé dans mes expériences, des hétes 
ayant autant que possible des tailles extrémes, a savoir des hétes 
beaucoup plus grands ou beaucoup plus petits que les parasites étudiés. 
Un héte tel que Tenebrio molitor u. est grand pour Pimpla contem- 
plator mii. ou les Itoplectis FORsT., mais il est petit pour P. turio- 
nellae L. (= examinator ¥.), P. instigator ¥. et les Apechthis FOrsT. 

Des chrysalides appartenant 4 une méme espece peuvent étre 
soit de grande taille, soit de petite taille lorsqu’on utilise les individus 
extrémes : par exemple, des chrysalides d’Ephestia mesurant 7 mm 
sont petites pour une femelle de P. contemplator MOLL. de 8 mm, mais 
lorsqu’elles atteignent 9 mm, elles sont grandes pour cette méme 


femelle. 
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A. PonTES DANS DES HOTES DE GRANDE TAILLE. 


La femelle de P. turionellae L. (= examinator F.) n° 2, capturée 
dans Je bois de Vincennes, pondit au laboratoire du 1¢ mai au 4 juil- 
let 1953. Je lui présentai presque exclusivement des chrysalides de 
Pieris brassicae L. qui sont de grande taille par rapport a elle. Seules 
quelques petites chrysalides de Tortrix viridana L. et quelques nymphes 
de Tenebrio furent offertes de temps 4 autre a la femelle de P. turio- 
nellae L. n° 2. 

Celle-ci pondit des ceufs fécondés en grand nombre, jusque dans 
sa derniére victime. Deux petites chrysalides de Tortrix donnérent 
également des parasites femelles. Quatre males seulement sont issus 
de cette ponte : tous sortirent de petits hdtes, Tortrix ou Tenebrio. 

La femelle de P. turionellae L. n° 17, « fille » de la précédente, 
éclose et fécondée au laboratoire, pondit exactement dans les mémes 
conditions. Comme la femelle n° 2, elle déposa des ceufs fécondés jus- 
qu’a la fin de sa vie. Mais cette fois-ci, 4 males sont sortis de grandes 
chrysalides de Pieris scuHrK. La femelle n° 17 avait done une moins 
forte tendance que la précédente, a féconder ses ceufs déposés dans 
les hétes de grande taille. 

Les mémes phénomenes s’observent chez les autres especes : la 
femelle de P. contemplator MULL. (= turionellae auct. nec L.) n® 8, 
capturée dans le bois de Vincennes, pondit dans des chrysalides 
d’Euproctis phaeorrhaea Don. et de Lypotigris ruralis scop. Ces chrysa- 
lides sont de grande taille pour P. contemplator MULL. qui est sensible- 
ment plus petite que P. turionellae L. Or, la femelle n° 8 pondit des 
ceufs fécondés jusqu’au jour de sa mort. Deux petites chrysalides 
d’Ephestia parasitées par cette femelle donnérent elles-mémes des 
Pimpla femelles. Un unique male sortit d’une chrysalide d’Euproctis 
a la fin de la ponte. 


Je citerai encore le cas des femelles d’Itoplectis maculator F. n°S 19, 
31 et 77 (ces deux derniéres écloses et fécondées au laboratoire), qui 
pondirent exclusivement dans des nymphes de Tenebrio ou dans des 
chrysalides d’Euproctis phaeorrhaea pon. Ces deux hétes sont plus 
grands que la taille moyenne des Itoplectis FéRrsT. Il en résulte que 
tous les descendants des femelles n° 19, 31 et 77 étaient femelles sans 
exception (voir tableau 1). 

Par contre, la femelle d’Itoplectis alternans Grav. n° 15, qui 
pondit exactement dans les mémes conditions et qui produisit 24 des- 
cendants aux dépens de Tenebrio et d’Euproctis, donna naissance a 
7 males, tous issus de Tenebrio (nous reparlerons de cette ponte dans 


le chapitre 19). La femelle n° 15 avait été capturée dans le bois de 
Vincennes. 


Conclusions. — Cette premiére série d’expériences met en évidence 
les phénomenes suivants : 
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1. Une femelle de Pimplinae est parfois capable de produire 
exclusivement des descendants femelles, comme CHEewyrREuV l’avait 
déja observé en 1913. 

2. Il existe cependant d’importantes différences individuelles. 
Certaines femelles produisent plus de descendants males que les autres, 
dans des circonstances identiques. De nouvelles observations le confir- 
meront dans les chapitres qui suivent. 

3. Ces différences mises & part, nous retrouvons les mémes phé- 
nomeénes fondamentaux chez toutes les espéces parasites étudiées. 


TABLEAU 1 F 
Ponte de l’Itoplectis maculator F. n° 77 (obtenue de chrysalide de 
Lypotigris ruralis scor., accouplée le 23 septembre 1953 4 1 3), dans 
Tenebrio isolés et Ephestia en fin de ponte. 


Date A ene 2¢ génération : Date Nepnand 2° génération : 
de la ponte d i hg sexe du de la ponte Sy : sexe du 
(1953-54) Ment i ig parasite obtenu (1953-54) irate: parasite obtenu 
ieee a 1 21 XII 20 
23 XI 2 2 23 XII 21 Q 
25 XI 3 2 24 XII 22 Q 
27 XI 4 : 6 I 23 ie) 
27 XI 5 savy 24 Q 
3 XII 6 S\ ek 25 
5. XI 7 42: oat 26 Q 
7 XII 8 eB 27 Q 
OP TT ci aan omen. 28 nymphe 
10 XII 10 i) morte 
41 XII 11 Shei 21 I 29 2 
42 XII 42 oiteas Pig | 30 
14 XII 13 g Pals ae | 31 
15 XII 14 Q Thy a 32 g 
16 XII 15 2 30 I 33 prénymphe 
17 XII 16 2 morte 
18 XII 17 g dipee Ls 34 
19 XII 18 5 ea fae TE 35 
24 XII 19 ¢ 
Date de la ponte Numéro Hotes utilisés 2@ génération : 
(1953-54) de la ponte sexe du parasite obtenu 
Lh 36 dans 15 Ephestia nymphe morte et 19 
3 II 37 1 Tenebrio ioe 
4 Il 38 1 Ephestia 2 
11 Il 39 15 Ephestia 2 
13551 Mort de la n° 77 


B. PoNTES DANS DE PETITS HOTES. — 

CHEWYREUV a remarqué que les femelles de Pimplinae déposent 
dans les petits hdtes, une majorité d’ceufs males, mais aussi un certain 
nombre d’ceufs femelles lorsqu’elles n’ont aucun héte de grande taille 


a leur disposition. 
En réalité, dans les élevages, on peut observer tous les inter- 


5 
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médiaires entre des pourcentages d’ceufs fécondés tres faibles ou tres 
élevés dans les hétes de petite taille : nous verrons que ces variations 
peuvent ne pas dépendre uniquement de la réponse du parasite au 
facteur « taille ». 

Les femelles de Pimplinae capturées dans la nature durant la 
belle saison produisent généralement un fort pourcentage de descen- 
danis femelle, méme dans les hétes de petite taille qui leur sont offerts. 
Tel fut notamment le cas des femelles de P. contemplator MULL. n° 140 
et 256 provenant du Bois de Vincennes, qui produisirent 31 descendants 
femelles et seulement 8 males dans des chrysalides d’Ephestia. De 
méme, les femelles d’Itoplectis alternans GRAV., n° 144 et 291 produi- 
sirent 32 descendants femelles et 12 males... 


Des observations analogues ont été faites par CUSHMAN (1913), 
chez Calliephialtes messor GRav., HoLLoway (1934) chez Macrocentrus 
ancylivorus ROH., BRADLEY & BuRGEss (1934) chez Cremastus flavoor- 
bitalis caM., SIMMONDS (1947) chez Aenoplex carpocapsae CUSH., etc. 
Les parasites récoltés dans la nature et:introduits au laboratoire ont 
un sexe ratio élevé, qui décroit plus ou moins rapidement au cours 
des générations suivantes. Ce phénomene, sans rapport direct avec 
la réponse de la femelle a la taille de ’héte, n’est pas encore compleéte- 
ment éclairci : il peut avoir plusieurs causes, dont la principale serait 
la stérilisation des males dans les conditions de laboratoire. Les 
accouplements apparemment normaux sont infructueux (SIMMONDS 
1947). Nous avons vu (chapitre 9), que les mémes phénomeénes se 
produisent chez les Pimplinae. 

Si les femelies capturées dans la nature pondent souvent, méme 
dans de petits hdtes, un fort pourcentage d’ceufs fécondés diploides, 
les femelles écloses et accouplées au laboratoire produisent également, 
quoique dans une moindre proportion, un certain pourcentage de 
descendants femelles lorsqu’on leur présente exclusivement des chry- 
salides de petite taille. Ce phénoméne n’avait pas échappé & CHEWYREUY 
en 1913. 

La femelle de P. turionellae L. n° 18, éclose au laboratoire, qui 
pondit exclusivement dans des nymphes de Tenebrio (hdte de « petite » 
taille), produisit 9 descendants males et une seule femelle. La femelle 
n° 185 (méme espéce, tableau 2), éclose le 8 mai, pondit du 17 mai au 
6 juillet 1954, elle aussi exclusivement dans des nymphes de Tenebrio. 
Elle produisit 44 descendants dont 7 seulement étaient du sexe femelle. 
Voyez également la ponte de la femelle n° 198 (tableau 3) qui pondit 
dans des conditions analogues. . 

Or, les femelles capturées dans la nature et introduites au réfri-» 
gérateur & 4°C durant deux mois environ, produisent, tout comme 
celles écloses et accouplées au laboratoire, un pourcentage accru de 
descendants males dans les petits hdtes : quelque 50 & 70 % de males 
sont issus notamment des femelles de P. contemplator Mit... n° 318, 
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TABLEAU 2 


Ponte de Pimpla turionellae u. (= examinator F.) n° 185 (obtenue le 8 V 
de Tenebrio, accouplée A 1 3), dans nymphes de Tenebrio isolées: 


Nbre de 2° géné- Nbre de 2° géné- 
Date de Numéro papiers ration : Numéro papiers ration : 
la ponte de la enve- sexe des Daag tee de la enve- sexe du 
(1954) ponte loppant parasites ia. ponte ponte loppant parasite 
Vhote obtenus V’héte obtenu 
it ¥ 1 1 larve yl A All 37 I larve 
morte morte 
195 ON 2 3 id. rule \ifik 38 | 3 
21) N 3 1 3 zi Vi 39 1 Q 
zt anv 4 3 22. VI 40 3 larve 
2 VI 5 3 3} morte 
pus 6 1 larve 22 eel 41 3 3 
morte 23° VE 42 1 larve 
22NI 7 3 3 morte 
3 VI 8 3 3 23. Vi 43 1 = teh 
3 VI 9 | 3 24 VI 44 3 io) 
3 VI 10 3 3 24 VI 45 3 2) 
4 VI 11 1 3 24 VI 46 3 3 
5 VI 12 3 3 26 VI 47 1 3 
5 VI 13 1 26 VI 48 1 larve 
PAV 14 3 3 morte 
8 VI 15 3 3 26g VL 49 1 3 
8 VI 16 1 3 28) oN 50 3 3 
10 VI 17 3 larve 28 VI 51 3 3 
morte 28 VI 52 3 icte 
10 VI 18 3 3 29) SV 1 53 1 3 
<1 ‘Vl 19 1 fe) 29 VI 54 1 ie) 
11 VI 20 1 3 30 VI 55 1 3 
eV Ze 1 $a 30 VI 56 3 3 et 
12 VI 22 3 3 larve 
TV 23 3 3 morte 
15 VI 24 1 3 1 VII 57 3 2 
LoFY E 25 1 ale 1 Vil 58 1 ec 
TSP VE 26 1 3 2 VII Ee) dt 3 
16 VI 27 3 Ane 2 VII 60 1 3 
16 VI 28 3 3 ZewiLd 61 1 larve 
1G E 29 3 3 morte 
16 VI 30 3 Sig 3 VII 62 4 2 
17 VI 31 1 larve 3 VII 63 3 3 
morte Sy VIE 64 3 3 
19° VE 32 1 3 5 VII 65 1 Bie 
19 VI 33 1 3 5 VII 66 1 3 
OE VI 34 3 pooe Se VEL 67 1 3 Gita 
ao Vi 35 3 aes 6 VII 68 3 
19 VI 36 3 3 28 VII Mort de la 2 n° 135 


Itoplectis alternans Gray. n° 304, etc. qui pondirent dans des Ephestia 
de taille moyenne (8 mm environ). Cette observation est & rapprocher 
de celle de SANSON (1878), d’aprés laquelle une reine d’Abeille fécondée, 
gelée, puis «ramenée a la vie », ne pond plus désormais que des ceufs 
males. Les observations en question sont également en accord avec 
celles de Moursi (1946) qui mit en évidence des phénoménes du méme 
ordre chez Mormoniella vitripennis wk. 
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Lorsque des ceufs femelles sont pondus dans de petits hdtes, ils 
peuvent étre distribués assez régulierement durant toute la ponte. 
Tel fut le cas des femelles n° 88 (P. turionellae L.), 192 et 210 (J. é. euro- 
peator AUB., tableau 9), qui déposerent réguliérement, jusqu’a leur 
mort, des ceufs males ou femelles dans de petites chrysalides. 

Toutefois, dans la plupart des pontes, les ceufs diploides sont 
déposés dans les petits hétes durant certaines périodes, en certains 
« endroits » de la ponte, comme les tableaux ci-joints le mettent en 
évidence. 

En effet, chez quelques femelles de Pimplinae, j’ai constaté un 
pourcentage trés élevé de descendants femelles dans de petits hdétes 
tout au début de la ponte. Tel fut le cas des femelles n° 32, 36, 50, 63 
(P. turionellae u.) et 312 (P. contemplator MULL., tableau 4), qui avaient 
séjourné durant plusieurs mois au réfrigérateur avant de pondre. 
Par contre, les femelles n°’ 62, 88, 85, 117 et 135 (P. turionellae L., 
tableaux 2 et 7), qui n’avaient pas séjourné au réfrigérateur, ne pré- 
sentérent pas cette particularité. J’aurais peut-étre attribué le phéno- 
méne observé chez les femelles n° 32, 36, 50 et 63 au long séjour a 
basse température suivi d’un choc thermique, si deux femelles d’Jto- 
plectis t. europeator AUB. (n° 196 et 208, tableau 16) n’avaient a leur 
tour pondu un « exces » d’ceufs fécondés au début de leur ponte, ni 
Pune ni l’autre n’ayant séjourné au réfrigérateur. 

La premiere (femelle n° 196) produisit seulement deux descendants 
femelles, 3 jours apres le début de la ponte. Ces deux femelles furent 
suivies de 28 males qui se succédérent sans qu’aucune nouvelle femelle 
appartt. Cette répartition des sexes tout a fait exceptionnelle est 
sans doute le résultat de phénomenes « anormaux », d’ordre interne, 
que nous ne pouvons pas encore expliquer. 


Dans la majorité des cas, la période durant laquelle des ceufs 
diploides sont déposés en grand nombre dans les petites chrysalides 
se situe dans la seconde moitié de la ponte : tel fut notamment le cas 
des femelles n° 85, 117, 135, 199 (P. turionellae u., tableaux 2, 7 et 8), 
171 (P. instigator ¥F.), 198 (Itoplectis t. ewropeator AuB., tableau 8). 
Plusieurs des femelles énumérées ci-dessus ont pondu dans des cir- 
constances particuliéres, dont nous reparlerons plus loin (chapitre 21). 
Quoi quw’il en soit, l’existence d’une « période » durant laquelle des 
ceufs diploides furent soudain déposés dans de petits hdtes apparait 
clairement dans les pontes de ces femelles, et je puis déja les men- 
tionner dans le présent chapitre. 


Un fait intéressant est que dans toutes les pontes énumérées 
ci-dessus (excepté celle de la femelle n° 135, tableau 2), la période 
en question fut suivie d’une autre plus ou moins longue durant laquelle 
les descendants furent exclusivement males jusqu’a la fin de la ponte ! 
(voyez aussi les tableaux 8 et 11). Un phénoméne analogue s’observe 
chez les Abeilles (reines bourdonneuses, cf. p. 127 et p. 145). 
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Ponte de l’Itoplectis europeator aus. n° 198 (obtenue le 27 X de Tenebrio 
accouplée 4 1 $) dans chrysalides d’Ephestia isolées. La ponte 13 a 
exceptionnellement été effectuée dans un paquet de 9 Ephestia entassées. 


Date went 2° génération : Date ee as 2° génération : 
de la ponte Sake 2 ae sexe du de la ponte Bumnere ee du 

(1954) ti parasite obtenu (1954) dépiay ponte parasite obtenu 

a.¢! 1 3} 25 XI 34 3 

NS a 2 larve morte i Ol 35 ) 

3 XI 3 id. 26 XI 36 3 

3 XI 4 3 27 = XI 37 2 

4 XI 5 See ees Xo 38 i) 

Fl 6 larve morte Ailes 39 3 

> XI 7 id. 30 XI 40 3 

8 XI 8 3 1 XII 41 3 

8 XI 9 3 1 XII 42 3 

8 XI 10 3 2 XII 43 3 

9 XI 11 3 2 XII 44 rey 

9 XI a2, 3 3 XII 45 3 

9 XI 13 2 3 XII 46 3 

10 XI 4 g 3 XII 47 larve morte 

15 XI 15 3 4 XII 48 3 

15 XI 16 ey 6 XII 49 3 

15 XI 17 aoe 6 XII 50 3 

16 XI 18 pene 6 XII ol ie 

16 XI 19 3 7 XII 52 3 

16 XI 20 3 TIX 53 larve morte 

16 XI 21 raced 8 XII 54 3 

17 XI 22 Je 9 XII 55 lees 

18 XI 23 es: 83 10 XII 56 3 

19 XI 24 3 11 XII 57 3 

19 XI 25 Ac 58 3} 

19 XI 26 2 13 XII 59 3 

22, XI Did larve morte 13 XII 60 au 

21, XI 28 3 14 XII 61 fates 

23 XI 29 sia 15 XII 62 3 

23° XI 30 larve morte 16 XII 63 

24 XI 31-32 Q 17 XII 64 

24 XI 33 3 18 XII 65 Soo 

20 XII Mort de la 2 n® 193 


Lorsqu’il existe une période durant laquelle des ceufs diploides 
sont distribués dans de petites chrysalides, cette période est souvent 
de courte durée. II arrive alors que presque tous les ceufs soient subite- 
ment fécondés. 

Enfin, il arrive que des femelles écloses et accouplées au laboratoire 
produisent exclusivement des descendants males dans les petits hdtes. 
Ce phénomeéne qui d’ailleurs peut aussi s’observer lorsque les hotes 
sont de grande taille, a déja été évoqué dans les chapitres 9 et 17 B: 
la femelle, bien que s’étant accouplée au laboratoire, n’avait pas 
été fécondée. Dans de telles circonstances, les facteurs externes n’in- 
terviennent évidemment plus dans le déterminisme du sexe. 

De méme, nous constatons que lorsque les femelles de Pimplines 
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pondent soudain en certaines périodes, des ceufs diploides dans les 
petites chrysalides, elles ne déterminent plus le sexe de leurs descen- 
dants en fonction de la taille de l’héte. 


Interprétations. — Etant donné Vimpossibilité devant laquelle 
nous nous trouvons encore, d’étudier avec précision les facteurs d’ordre 
interne susceptibles de modifier le sexe ratio chez les Pimplinae, je ne 
puis suggérer ici que quelques hypotheses pour expliquer les phéno- 
menes mis en évidence dans les pages qui précédent : 

Les recherches effectuées ont démontré que les femelles capturées 
dans la nature, ott elles sont fécondées dans les meilleures conditions, 
donnent souvent au laboratoire un fort pourcentage de descendants 
femelles. On peut done supposer qu’elles ont regu une plus grande 
quantité de spermatozoides que les individus fécondés au laboratoire 
par des males souvent plus ou moins stériles. Toutefois, dans la nature, 
on observe parfois un pourcentage apparemment trés élevé de males, 
notamment en été chez P. contemplator MULL. 

Si les fen:elles avaicnt tendance a féconder leurs ceufs dans la 
nature avec autant d’assiduité que lorsqu’elles sont introduites au 
laboratoire, ne devrait-on pas observer un moindre pourcentage de 
males dans la nature? Un fait me semble acquis : les femelles regoivent 
dans la nature une quantité importante de spermatozoides. Le trans- 
fert au laboratoire accompagné de profondes modifications du milieu 
(nourriture, éclairement, température et humidité) induirait-il les 
femelles de Pimplines 4 féconder leurs ceufs de fagon plus active que 
dans la nature? 

D’autre part, nous savons que lorsqu’une femelle éclose au labo- 
ratoire, par exemple la femelle de P. turionellae L. (= evaminator F.) 
n° 135, pond exclusivement dans des hdétes de petite taille pendant 
toute sa vie, elle féconde pourtant une partie de ses ceufs au bout 
d’un certain temps. Tout se passe comme si la femelle n° 135, n’ayant 
pu distribuer plus tot les spermatozoides mis en réserve, les utilisait 
soudain, et se mettait & féconder a partir d’un certain Age, méme les 
ceufs introduits dans de petits hétes. 


Les mémes observations sont valables pour toutes les femelles 
qui, durant la seconde moitié de leur ponte, se mettent A féconder 
pendant une bréve période, les ceufs qu’elles déposent dans de petites 
chrysalides (femelles n°’ 85, 117, 171, 193, 199). Tout se passe comme 
sil y avait soudain écoulement des spermatozoides, d’autant plus 
que cette période éphémere de la ponte est suivie d’une autre durant 
laquelle les derniers ceufs pondus sont tous du sexe mile. 


L'irrégularité et le caractére facultatif de cette période au cours 
de laquelle les ceufs sont brusquement fécondés, m’engagent 4 admettre 
qu'il pourrait s’agir d’un phénoméne « anormal » : si le muscle compres- 
seur du canal séminal est contracté chez les Hyménoptéres supérieurs 


BIOLOGIE DE QUELQUES Ichnewmonidae Pimplinae 145 


lorsque la « pompe & sperme » est en position de repos, comme le sug- 
gere ADAM (1913, cf. chapitre 11), on peut supposer que chez certaines 
femelles, le relachement de ce muscle entraine, & un certain Age, la 
fécondation des ceufs par suite de l’écoulement anormal des sperma- 
tozoides. GROBBEN, Marcuat (1896), etc. ont déja attribué au mauvais 
fonctionnement du réceptacle séminal, certains aspects insolites du 
déterminisme du sexe chez l’Abeille et chez les Guépes. 


On pourrait également se demander si l’apparition d’une période 
durant laquelle les ceufs sont brusquement fécondés, ne résulterait 
pas d’une altération de la réponse aux stimuli du milieu extérieur chez 
les femelles agées (cf. THorPE et CAUDLE 1938). Je considére qu’il 
n’est guere encore possible de résoudre un tel probléme avec les moyens 
dont nous disposons. 

On sait aussi que les vieilles reines d’Abeille deviennent « bour- 
donneuses », c’est-a-dire qu’elles ne produisent plus que des ceufs males 
non fécondés. Peut-étre serait-il judicieux de comparer cette observa- 
tion faite chez lAbeille domestique, avec l’existence de la période 
terminale durant laquelle les femelles de Pimplines ne donnent plus 
que des descendants males. 

D’apres SANSON (1878) et d’autres chercheurs, nous savons que 
le réceptacle des Abeilles non fécondées ou agées, est plus ou moins 
transparent, aspect qui trahit l’absence de spermatozoides. Malheureu- 
sement, la capsule des Pimplinae est plus épaisse et plus petite : elle 
est invisible a l’ceil nu et ne peut pas étre examinée avec autant de 
facilité que chez l’Abeille, elle est souvent déchiquetée ou arrachée 
sur les coupes sériées, si bien qu’il est difficile d’apprécier avec certi- 
tude si elle contient encore ou non, quelques spermatozoides de 12 pu ! 


Conclusions : 

1. Les élevages poursuivis exclusivement aux dépens de petits 
hétes donnent des résultats plus variés que les élevages aux dépens 
d’hétes de grande taille : quand la Pimpline rencontre seulement de 
petits hétes, elle féconde toujours une partie plus ou moins importante 
de ses ceufs. 

2. Dans certaines pontes, on peut observer des périodes au cours 
desquelles les petits hétes regoivent indistinctement des ceufs males 
ou femelles, voire exclusivement des ceufs femelles. 

Ces périodes peuvent se situer au début de la ponte (notamment 
chez les femelles qui ont séjourné au réfrigérateur), ou plus tard, le 
plus souvent dans la deuxiéme moitié de la ponte. Dans ce dernier 
cas, nous constatons que, passée cette période, la femelle ne pond 
plus que des ceufs males. Ce phénomene n’est pas toujours sans relation 
avec l’dge de la femelle pondeuse. i 

3. La nature facultative et la position variable de ces périodes 
permet de supposer que des facteurs « anormaux » d’ordre imterne 
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(peut-étre relachement de la musculature semi-circulaire du canal 
séminal?) sont A l’origine de tels phénomeénes. Le déterminisme du 
sexe n’est donc pas strictement réglé par des conditions extérieures 
telles que par exemple, la taille de l’héte. 

Toutes les observations effectuées se complétent et s’accordent 
pour démontrer que la quantité de spermatozoides actifs présents dans 
le corps d’une femelle joue certainement un rdle dans la répartition 
des sexes chez les descendants. Il n’est malheureusement guére pos- 
sible, dans l’état actuel de nos connaissances, d’étudier plus en détail 
un phénoméne d’ordre interne aussi complexe. 

Si ’on admet que les résultats hétérogenes obtenus au cours des 
présentes recherches tiennent 4 l’importance du facteur quantitatif, 
quantité de spermatozoides regus, on peut en conclure que les varia- 
tions de ce facteur quantitatif déterminent des variations qualitatives 
non proportionnelles de la descendance. 


Conclusions générales. — En ce qui concerne les relations entre 
la taille de ’héte et le sexe de la descendance, les recherches poursuivies 
au laboratoire ont permis*de mettre en évidence les faits suivants : 

1. Il existe indubitablement une relation entre la taille de ’hote 
et la fécondation ou la non-fécondation de son ceuf par la Pimpline. 
Toutefois, cette relation apparait plutot comme un fait statistique, 
que comme un fait absolu. 

2. Chez presque toutes les femelles étudiées, cette relation est 
en défaut durant certaines périodes de la ponte, notamment lorsque 
les hotes sont de petite taille. D’accord avee CHEWYREUV, j’ai observé 
que si la descendance d’une Pimpline peut étre constituée exclusive- 
ment de femelles dans les hotes de grande taille, un parasite normale- 
ment fécondé ne dépose pas exclusivement des ceufs males dans les 
hdtes de petite taille. 

3. D’une manieére générale, les Pimplines capturées dans la nature 
donnent au laboratoire une plus forte proportion de descendants 
femelles que celles qui sont écloses et ont été fécondées dans les éle- 
vages. J’attribue cette différence au fait que les conditions dans la 
nature sont sans doute plus propices & une fécondation normale, que 
ce nest le cas au laboratoire. Toutefois, je n’exclus pas que les pro- 
fondes modifications du milieu, conséquences du transfert de la nature 
au laboratoire, puissent avoir un retentissement sur le déterminisme 
du sexe chez les femelles de Pimplines. 

4. Un séjour au réfrigérateur, A température constante, semble 
modifier également la qualité de la descendance : on constate d’une 
part que les Pimplines ainsi traitées, ont ensuite tendance a déposer 
des ceufs fécondés au début de la ponte méme dans de petits hdtes, 


on observe d’autre part, que le pourcentage total de descendants 
femelles tend & diminuer. 
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Done, si la taille de ’héte peut déterminer la fécondation ou la 
non-fécondation de l’ceuf chez les Pimplinae, d’autres facteurs inter- 
viennent également. Plusieurs semblent ¢tre d’ordre interne. 

La difficulté dobtenir un « matériel » homogéne m’est apparue 
comme le plus gros obstacle & surmonter pour l’étude expérimentale 
du déterminisme du sexe chez les parasites étudiés. 


18. Pontes dans de grands et de petits hdtes alternés 


La femelle d’Itoplectis t. euwropeator aus. n® 155 capturée A Hyeres 
(Var) le 27 aout 1954, pondit alternativement dans des nymphes de 
Tenebrio (hdte de grande taille pour elle), et dans des chrysalides 
d’Ephestia (hdote de petite taille). Sa descendance fut constituée de 


TABLEAU 4 
Ponte de Pimpla contemplator MULL. (= turionellae auct. nec L.) n° 312 
(du bois de Vincennes, le 19 septembre 1955, sortie du réfrigérateur 
le 22 novembre), dans des chrysalides d’Ephestia isolées. Les Ephestia 
ont été mesurées desséchées. Du 16 décembre au 6 janvier, la 9 n° 312 
a séjourné au réfrigérateur a 4 °C. 


2° géné- 2° géné- 
Date de Numéro Taille ration : Date de Numéro Taille ration : 
la ponte de la de ’héte sexe du la ponte de la de l’héte sexe du 
(1955-56) ponte en mm parasite ponte parasite 
obtenu obtenu 

23. XI 1 8,5 3 PRA 26 7 3 
23 XI 2 8,5 3 8 XII 27 8 3 
25 XI 3 10,5 se) 8 XII 28 6,5 3 
25. XI 4 8 2 8 XII 29 9,5 fe) 
20> sek: 5 10 2 8 XII 30 8 3 
28 XI 6 7,9 Ss 9 XII 31 950 ) 
28 XI 7 10,5 Q 9 XII 32 7 3 
30 XI 8 7,5 eas 9 XII 33 9 2) 
30 XI 9 10,5 ie) 9 XII 34 a 3 
30) XI 10 7,9 3 10 XII 35 9 ) 

1 XII 1 Pere 10 XII 36 7 aap. 

1 XII 12 10 2 10 XII 37 10 Ss) 

2 XIE 13 8,5 Q 12 XII 38 9 Q 

2 XII 14 10 2 12 XII 39 10 Q 

2 XII 15 7,9 Q 15 XII 40 8 3 

SEL 16 9 2) 16 XII 41 8 i) 

3 XII Ai. 8 2 6 I 42 eet 

5 XII 18 7,9 ae 6 I 43 

oD owl 19 10,5 Q 9 I Ae oriete 

Se DSU 20 8,5 2 10 I 45 8 3 

5 XII 21 9,5 @) 412 I 46 8 3 

7 XII 22 8,5 3 13 I 47 8,5 3 

7 XIl 23 Eee aks 2 16 I 48 9,5 3 

7G) 24 8 ue! Mort de la @ n® 312 

i Sei 25 9 2 
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19 femelles et de 10 males. Or, tous les males, sans exception, sortirent 
des petits hétes, en l’occurrence des chrysalides d’Ephestia (quelques 
femelles se développérent aussi dans les chrysalides d’ Ephestia). 

Une autre expérience consiste a offrir au parasite alternativement 
des hdtes de grande taille et de petite taille, appartenant 4 une méme 
espéce. J’ai fait cette expérience avec des femelles de P. contemplator 
MULL. et d’J. alternans GRAV. auxquelles je présentai des chrysalides 
d’Ephestia de 9 mm alternant avec des chrysalides de 7 mm (a défaut 
de chrysalides ayant exactement la taille requise, j’utilisai quelques 
rares exemplaires de 8 mm). 

La femelle d’J. alternans Gray. n° 298, capturée dans le bois de 
Vincennes a l’approche de l’hiver, produisit seulement deux descendants 
femelles et 11 males. Or, les deux femelles sont sorties d’Ephestia 
de 9 mm. 

La femelle de P. contemplator MULL. n° 312 (tableau 4), capturée 
dans le bois de Vincennes le 19 septembre 1955, séjourna deux mois 
au réfrigérateur, et pondit a partir du 23 novembre dans des chrysa- 
lides d’Ephestia de 7 4 10 mm. Cette femelle pondit surtout des ceufs 
fécondés durant la premiere moitié de sa ponte : en effet, 15 femelles et 
seulement 3 males se développerent dans les premieres chrysalides 
parasitées (28 XI-5 XII). Les 3 males sont issus de petites chrysalides. 
Dans la deuxieme moitié de la ponte au contraire, la femelle n° 312 
se mit a pondre régulierement, des ceufs fécondés dans les chrysalides 
les plus grandes, et des ceufs non fécondés dans les plus petites... 


Contrairement a la femelle n° 312, la femelle de P. flavicovis Tus. 
n° 334, qui pondit dans les mémes conditions, répondit positivement 


TABLEAU 5 


Ponte de Pimpla flavicowis THS. n° 334 (obtenue le 14 VI de 6 Ephestia 
alignées, accouplée 4 2 3), dans des chrysalides d’Ephestia isolées. 


2° géné- 2° géné- 
Date de Numéro Taille ration : Numéro Pe. ration : 
la ponte de la de l’héte sexe du Lohr tha de la ae sexe du 
(1956) ponte en mm parasite Be ge ponte Ged Rie parasite 
obtenu obtenu 
18 VI 1! 10 26 VI 4 7 3 
19 VI 2 7 3 27 «VI 15 10 3 
21 VI 8 10 Q FeV 16 7 
21 VI 4 U8 3 et VE 17 10 2 
21 VI 5 9,5 2 28 VI 1s 7 e) 
23 VI 6 10 ) 23- VI 19 10 3 
23 VI 7 7,5 3 28° VI 20 10 3 
ZoON I 8 10 ates OO; OVE 24 8 e) 
DOnaveL 9 9,5 arene 3Q (VI 22 10 3 
25. V1 10 ea 3 30 VI 23 7 
26 VI "1 10 é 30 VI 2% 9,5 
abs < ; oat 
a3 Me * : ; ; VII Mort de la@ n° 334 
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a la taille de Phote au début de la ponte (tableau 5) : durant les cinq 
premiers jours, elle déposa régulitrement des ceufs non fécondés 
males dans les trois Hphestia de 7 mm, et des ceufs fécondés femelles 
dans les Ephestia de 9 4 10 mm qui lui furent présentées. Durant les 
trois jours qui suivirent, la femelle n° 334 ne pondit plus que des 
ceufs non fécondés dans toutes les chrysalides. Enfin, pendant les 
quatre derniers jours de la ponte, elle produisit & nouveau un nombre 
égal de males et de femelles, qui, cette fois-ci, furent répartis de facon 
anarchique, sans relation avec la taille de héte. 


Conclusions. — De cette série d’expériences, nous pouvons tirer 
les conclusions suivantes : 

1. Les diverses Pimplines étudiées ont fourni une réponse signi- 
ficative a la taille de lhote. 

2. Toutefois, chaque ponte présente des « périodes » durant les- 
quelles les résultats ne sont pas concluants. 

3. Ces périodes non significatives n’occupent pas une position 
fixe dans chaque ponte. 

4. Durant ces périodes, les descendants males aussi bien que les 
descendants femelles sont disposés de facgon anarchique, c’est-a-dire 
sans relation avec la taille de l’hote. 

5. Des différences de l’ordre de 25 % dans la taille de l’héte 
peuvent étre détectées par le parasite, et peuvent provoquer ou inhiber 
la fécondation de lceuf. 

6. Au cours des expériences qui viennent d’étre exposées, j’ai 
souvent offert au parasite, le méme jour, un grand hote, et immédiate- 
ment apres un petit, puis un deuxieme hote de grande taille suivi d’un 
petit. Ces hétes se sont succédé trés rapidement, ce qui n’a pas empéché 
les ceufs fécondés d’étre réguli¢rement et exclusivement distribués 
dans les hétes les plus grands a certains moments de la ponte : cette 
observation tend a infirmer, du moins pour les Pimplinae, Vhypothese 
formulée par divers auteurs (notamment par FLANDERS, 1956) selon 
laquelle des spermatozoides résiduels, égarés dans Vutérus ou le vagin, 
pourraient féconder au hasard des ceufs destinés 4 produire normalement 
des males. En réalité, dans les périodes ot la femelle répond au stimu- 
lus « taille de V’hote », le fonctionnement psychophysiologique du 
mécanisme de détermination du sexe n’est pas géné par l’alternance 
des hétes de grande et de petite taille. 


1g. Pontes dans des hétes de méme taille, mais d’espéces différentes 


On peut se demander si la répartition des sexes chez les Pimplines 
est toujours la méme pour des hétes de méme taille, & quelque espece 
que ceux-ci appartiennent. 
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Je n’ai pas étudié ce probleme a fond, et quelques indices seule- 
ment me sont apparus lors de l’examen de la ponte de la femelle n° 15; 
en effet, la femelle d’Itoplectis alternans Grav. n° 15 pondit exclusive- 
ment dans des séries de chrysalides d’Euproctis phaeorrhaea DON. 
(de grande taille pour une Itoplectis FOrsT.) alternant avec des séries 
de nymphes de Tenebrio molitor L. ayant approximativement la méme 
taille. 

La descendance de cette femelle n° 15 se trouva distribuée de 
la maniére suivante : 11 femelles sortirent de chrysalides d’Euproctis, 
tandis que 6 femelles et 7 males se développérent dans des nymphes 
de Tenebrio. 

Y eut-il fécondation préférentielle des ceufs déposés dans les 
Euproctis? L’odeur de Vhote doit-elle étre ajoutée a la liste des facteurs 
susceptibles de modifier la répartition des sexes chez les Pimplinae? 
Je ne puis encore l’affirmer. Nous savons seulement que les femelles 
ont des préférences pour certains hétes et pour certaines odeurs, phéno- 
mene signalé dans le chapitre 13. 


20. Pontes dans des nymphes entassées alternant avec des nymphes isolées 
dans l’ordre 6, 1, 6, 1, 6, I... ou 15, 5, 15, 5... ete. 


Dans les chapitres qui suivent, j’ai tenté d’analyser la réponse 
des Pimplines, non plus a la taille d’un héte donné, mais a un héte 
composite constitué de plusieurs hotes groupés en une masse unique. 


Je présentai donc a des femelles de Pimpla turionellae L. (= exami- 
nator F.), dune part des nymphes de Tenebrio molitor L. isolées, enve- 
loppées de papier de soie, d’autre part des paquets de six nymphes 
identiques aux précédentes, enfermées toutes ensemble dans un méme 
papier de soie. 


. Cette expérience, simple en apparence, fut compliquée par plu- 
sieurs facteurs imprévisibles, et donna, outre les résultats escomptés, 


des résultats apparemment négatifs qui sont autant de voies nouvelles 
ouvertes a la recherche. 


Des nymphes de Tenedrio groupées, et des nymphes isolées, dans 
Vordre 6, 1, 6, 1, 6, 1, furent offertes notamment aux femelles de 


P. turtonellae Bs nos 32, 36 et 88, dont les descendants se trouvérent 
repartis de la maniére suivante (tableau 6) : 


: La femelle n° 88 produisit 14 descendants femelles dont 13 sor- 

tirent de nymphes de Tenebrio groupées par paquets de 6. Une seule 
femelle, au début de la ponte, se développa dans un Tenebrio isolé, 
La méme femelle n° 88 produisit également 20 descendants males: 
or, 12 de ces males sortirent de nymphes isolées... tandis que les 8 
autres sont issus de nymphes groupées par paquets de 6! 
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Ponte de Pimpla turionellae .. (= examinator F.) n° 82 (obtenue de 
chrysalide de Pieris brassicae L., accouplée A 4 3, séjourne au réfri- 
gérateur du 1¢ juillet au 24 aoat). Cette 9 a pondu dans des nymphes 
de Tenebrio isolées (1) ou entassées (6), et dans des chrysalides 
de Lépidoptéres (E.p. = Ewuproctis phaeorrhaca von., A.g. = Abraxas 
grossulariata L. et A.u. = Aglais urticae L., ces deux derniéres étant de 
grande taille pour le parasite). 


= 2° géné- 2 géné- 
ate de Numéro x ration : Numéro . ration ; 
la ponte de la bathed sexe des aie : de la may sexe des 
(1953) ponte 7 parasites 7 ponte Eee parasites 
obtenus obtenus 
27 VIII 1 1 larve morte SX 35 6 nymphe 
2, IX 2 E.p. 3 morte 
rn 2:4 3 E.p. sige € 36 1 larve morte 
cies )e€ 4 1 2 Tax 37 1 rey 
ESS 5 1 Oey: 8 X 38 1 ct 
Ea EX 6 1 3 8-13 X 39-40 Staie 
a. EX 7 4 ae 15x 44 5) 3 
Dye gk 8 4 larve morte 16 X 42 1 ret 
ier al & 9 1 id. TOEX: 43 1 5 
fim: 5 10 1 fe) 20 X 44 6 Cee 
ax 11 1 oe 23X. 45 E.p a Oe 
ee Ue 12 6 é: 24 X 46 1 larve morte 
(sh al IS 13 1 3 26 X 47 Beis 
Ee LDS 14 1 2 27 X 48 4 larve morte 
DEX <5 6 292 27 X 49 A.u. 
10> EX 16 6 oe 28 X 50 Avu. he 
ie EX. 17 1 rs Ae. 51 1 3 
be EX 18 6 2 30 X 52 6 fe) 
Hoe Bel ©. 4 £9 1 3 31 X 53 6 Be 
sf 20 6 Sa. 6 XI 54 1 3 
16 EX a1 1 3 10-16 X 55-57 ote 
46 EX 22, 6 MS 17 XI 58 6 3 
16° 1% 28 1 18 XI 59 1 prénymphe 
16 TX. 24 4 ee. morte 
418-—LX 25 6 4) 20 XI 60 1 mind 
19 Ix 26 A.g. e) Al Gl 61 1 3 
NS ea 2,4 27 x 23-25 XI 62-64 rade 
DD DR 28 At 3 27 XI 65 1 3 
23 «=IX 29 6 332 30 XI 66 6 aes 
26%) “LX 30 6 ie) 3 XII 67 4h 3 
23+) 1X 31 A.u. Q 3 XII 68 1 Ages 
30 TX-3X 32-34 zeta’ SEX TL Mort de la Q@ n° 32 


Les descendants des femelles n°’ 32 et 36 se trouverent répartis 
de fagon analogue (tableau 6). Toutefois, ces deux ‘femelles pondirent 
un « exces » d’ceufs fécondés au début de la ponte, ceufs qui don- 
nerent des descendants femelles dans des nymphes isolées (cf. 
chapitre 17). Par contre, une semaine environ apres le début de la 
ponte, les femelles n°’ 32 et 36 déposerent réguliérement des ceufs 
non fécondés dans les nymphes de Tenebrio isolées, mais dans les 
nymphes groupées par paquets de 6, des ceufs fécondés en erand 
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nombre, ainsi que plusieurs ceufs vierges. Enfin, la ponte de la 
femelle n° 82 se termina par une période ot seuls des ceufs males 
furent déposés (cf. chapitre 17). 

J’ai tenté une expérience du méme ordre avec la femelle de 
P. instigator F. n° 171, a la différence pres que j’offris a cette espece 
de grande taille, des paquets de 5 4 6 nymphes de Tenebrio alternant 
avec des paquets de 15 4 20 nymphes semblables. Les résultats furent 
trop sommaires pour étre concluants : dans la premiere partie de sa 
ponte, la femelle n° 171 déposa deux ceufs fécondés dans des paquets 
de 15 nymphes, mais les paquets de 5 4 6 nymphes produisirent trop 
peu de parasites pour. qu’un phénoméne de fécondation différentielle 
puisse apparaitre clairement. La femelle en question passa aux deux 
tiers de sa vie par une période durant laquelle elle produisit soudain 
6 descendants femelles qui sortirent aussi bien des petits que des grands 
paquets de nymphes (cf. chapitre 17). 

Les femelles de P. instigator F. n° 146 et 154, et celle d’A. compunc- 
tor L. n° 149 pondirent dans les mémes conditions un grand nombre 
d’ceufs males; en outre, chacune de ces trois Pimplinae produisit un 
unique descendant femelle. Or, les trois femelles de petite taille ainsi 
obtenues sortirent toutes les trois de nymphes groupées par paquets 
de 15 a 22. 


Une telle expérience est difficile a réaliser, car elle nécessite 
Putilisation d’un nombre considérable de nymphes. 


Conclusions. — Si l’on ne tient pas compte de la série inhabituelle 
de femelles qui sortirent de nymphes isolées au début de la ponte, 
le schéma suivant met approximativement en évidence les phéno- 
menes observés : 


: i 2a 4 
6 Tenebrio groupés o 0 . a rapport 9/¢ = 2/1 = 2 
Tenebrio isolés 1g; rapport 9/¢ = 0/1 =0 


Les résultats de cette série d’expériences montrent que le parasite 
répond dune maniére différentielle aux deux sortes d’ « hédtes » qui 
lui sont présentés. Si l’on considére que la « taille » de ’héte détermine 
le sexe de lceuf pondu, on doit admettre que le parasite traite un 
paquet de nymphes comme un hote de grande taille. Toutefois, la 
présence d’une proportion non négligeable de males dans les paquets 


de nymphes indique que Videntité de l’héte composite avec un héte 
de grande taille n’est pas parfaite. 
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21. Pontes dans des nymphes groupées et isolées 
dans Tordre Ojas tne, 6,.1,51, I, 1.4.00 10, I, 1,1, 10, 1, X, 1, 1,... ete. 


Pour compléter les expériences précédentes, afin d’égaliser les 
pontes dans les hdtes composites de grande taille et dans les petits 
hdtes, j’ai multiplié ces derniers, et offert a des femelles de P. turionellae i. 
(= examinator F.), des nymphes groupées et isolées, dans l’ordre 
6, 1, 1, 1, 6, 1, 1, 1, 1... Les femelles n° 83, 85, 117 et 199 pondirent 
dans de telles conditions, et leurs descendants se trouvérent répartis 
de la maniere suivante : 

La femelle n° 83 produisit 24 descendants males distribués aussi 


TABLEAU 7 


Ponte de Pimpla turionellae L. (= examinator F.) n° 85 (obtenue le 

14 XI de chrysalide d’Abrawxas grossulariata L., accouplée 4 1 3) dans 

des nymphes de Tenebrio isolées (1) ou groupées (6). Ce tableau a déja 
été publié avec plus de détails (AUBERT, 1954). 


2° géné- 2° géné- 
Date de Numéro Hotes ration : Date de Numero Hotes ration : 
la ponte de la ati che sexe des la ponte de la sisting sexe des 
(1953-54) ponte rife parasites (1953-54) ponte parasites 
obtenus obtenus 
16X11 1 1 aaa 14 IV 30 1 oe 
La @ cesse de piquer les chrysalides 4S EV 31 6 3 & 
et hiberne dehors DIAL: By 1 re 
13 Ill 2 1 3 28 IV 33 1 3 
15 Ill 3 1 3 29e Vi 34 4 Soulyte 
16 Ill 4 6 2¢ 30 IV 35 1 
18 III 5 1 larve morte 30 IV 36 1 oie 
19 III 6 1 3 30 IV 37 10 3 
19 Ill 7 1 a oe 3. 3V) 38 1 9 
20 III 8 6 2g 2 SN 39 6 3 
23, IIL 9 1 3 4 Vv 40 1 3 
25 III 10 1 3 4 WV 41 4 He oe 
25 III 11 1 3 Sat, 42 1 2 
26 III 2 1 larve morte 6 V 42 bis 1 fe) 
26 Ill 13 6 WGI 21 6 V 43 6 3 
30 Ill 14 1 3 22a 44 1 3 
31 Ill 15 1 3 24 V 45 ‘| 2 
31 IIl 16 i 3 leeks 46 8 Hae, 3 
4. IN 17 7 43 30: V 47 1 
2. LV, 18 1 3 PRA 48 1 ie. 
3 IV 19 1 3 4 VI 49 8 3 
dys LV 20 1 3 pe Al 50 1 3 
5, LV. 21 1 3 8 VI 51 1 bikes: 
pr RV. 22 1 2 8 VI o2 8 2g et 
6m Vi) 23 4 3 larve morte 
6 IV 24 6 3 SAVa 53 8 So 
8 IV 25 8 236-72 10 VI 54 1 ine. 
SEN: 26 1 3 die Vi 55 1 ie 
TO, SEN, 27 1 eee 11° VE 56 8 36 ee 
arye morte 
: ra i : 3 Y yah a) Mort de la @ n® 85 
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bien dans les paquets de 6 que dans les nymphes isolées. De plus, 
cette méme femelle donna naissance A trois descendants femelles 
l'un d’eux sortit d’une grande chrysalide de Pieris scurK. placée au 
milieu de la ponte comme contréle, tandis que les deux autres des- 
cendants filles se développérent chacune dans un paquet de 6 nymphes 
de Tenebrio. 

J’ai déja publié et analysé en 1954 la ponte de la femelle de 
P. turionellae L. (= ewaminator F.) n° 85. Je rappelle qu’au début de 
sa vie, cette femelle produisit 6 descendants femelles, dont 5 sortirent 
de nymphes de Tenebrio groupées par paquets de 6 (tableau 7). Aux 
deux tiers de sa vie, elle présenta une période durant laquelle des 
ceufs fécondés, qui donnérent 4 descendants femelles, furent pondus 
dans des nymphes isolées. Enfin, on observe dans cette ponte une 
troisiéme période au cours de laquelle seuls des ceufs males non fécondés 
furent pondus (cf. chapitre 17). 


Les descendants des femelles n°S 117 et 199 (tableau 8) se trou- 


TABLEAU 8 


Ponte de Pimpla turionellae L. (= examinator F.) n° 199 (obtenue le 
25 III d’un paquet de 8 Tenebrio, accouplée a 2 3), dans des nymphes 
de Tenebrio isolées (1) ou entassées (6). Le 9 décembre, j’ai coupé les 
antennes de la 2 n° 199 a la hauteur des 8¢ et 10¢ articles du funicule. 


26 eénd 
2° géné- 2° géné- 
Date de Numéro ration : Date de Numéro tion : 
la ;. en Hotes Hotes eke ae 
a ponte de la wtisees sexe des la ponte de la tilisés sexe des 
(1954-55) ponte Eee (1954-55) ponte a parasites 
obtenus obtenus 
17-23 XI 1-5 | EA ee 15 XII 29 1 3 
23 XI 6 6 3 ge 15 XII 30 7 22 
25 XI 7 1 goind 17 Sou 31 1 S 
ne Cy 8 ub 3 18 XII 32 1 3 
4 a ry 1 3 18 XII 33 1 larve morte 
2 6 2a 20 XII 34 1 = 
= sr Ue 1 3 20 XII 35 6 2 
: he fe 1 Q 21 XU 36 1 larve morte 
ak : Hl 3 24 XII 37 1 fe) 
‘ 1 Hires 23 XII 38 1 7] 
3 XII 15 8 3 23 XII 39 
6 XII 16 1 3 h c I 40 : 
6 XII 17 “l 3 4 I 41 
, 4 7 A ae 
: oR 18 1 Kade 5 i 42 1 3 
ge 19 1 3 Ocal! 43-46 err 
ee an 6 8 10 iE 47 i 3 
re ie : $ ee | 48 8 2¢ 
ot - : 2 He a 49 1 larve morte 
“ - Sy} 12: oi 50 1 id. 
fy pt oe 1 3 12 I 51 1 id, 
: 25 f g 1 52 1 
11 XII 26 1 ° 
inary se : 3 17 I 53 ‘l rftie 
46511 Sg S 18 I 54 A larve morte 
; 24 I Mort de la@ n° 199 
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verent répartis exactement de la méme maniére. Les pontes de ces 
2 femelles présenterent également une seconde, puis une troisiéme 
période (voir aussi chapitre 22, ponte de la femelle n° 73 et tableau 11). 

J’ai répété cette méme expérience avec la femelle d’Apechthis 
resinator THNBG. n° 169. On sait que cette espéce a la méme taille 
moyenne que P. furionellae L., mais on sait aussi que, contrairement 
a cette derniere, A. resinator THNBG. évolue mal dans les nymphes de 
Tenebrio, hote défavorable pour elle (cf. chapitre 7) : en effet, sur 
41 pontes de la femelle n° 169, 15 produisirent des larves qui moururent 
avant de se métamorphoser. Les seuls descendants adultes que j’ai 
obtenus, furent 4 femelles issues de nymphes groupées par paquets de 6 
(dont 3 en fin de ponte), et 5 males dont 4 sortirent de Tenebrio isolés. 
Le pourcentage considérable de mortalité dans la ponte de la femelle 


TABLEAU 9 


Ponte de l’Itoplectis europeator AuB. n° 192 (obtenue le 27 X de Tene- 
brio, accouplée & 1g) dans des chrysalides d’Ephestia isolées (1) ou 
entassées (10). 


2e géné- 2° géné- 
Date de Numéro ‘ ration : Date de Numéro ms ration : 
la ponte de la eo sexe des la ponte de la Fatih sexe des 
(1954) ponte ren parasites (1954) ponte parasites 
obtenus obtenus 

dx 1 1 20) ok 31 1 3 

gee a i 2 1 29 Xl 32 1 3 

A a 3 1 BLU Sl 33 1 pe io 

ye | 4 1 Awe 30 XI 34 1 

i 5 1 larve morte 1 XII 35 1 Brite 
a) OE 6 1 sears 1X 36 1 3 

4 XI 7 1 3 4 XTi 37 10 29 

4 XI 8 10 G28 i>, Gib 38 1 Rae 

6 XI 9 1 x4 PIP BIE 39 | 3 

6 XI 10 1 cent 3 MLE 40 1 3 

8 XI 14 1 3 4 XII 41 10 2 

9 XI 42 1 ess 6 XII 42 Al Teas 

9 XI 13 9 6 29 6 XII 43 1 3 
40 XI 14 1 2 7 XII 44 di 3 
13 XI 15 1 3 7 XII 45 10 4g 
43° Xd 16 1 3 8 XII 46 1 3 
15 XI 17 1 3 8 XII 47 “1 eee 
15 XI 18 10 33 8 XII 48 1 36 
16 XI 19 1 3 9 XII 49 1 3 
16 XI 20 1 3 9 XII 50 10 3d 
47 XI 21 1 3 11 XII 51 1 3 
gm. i 22 10 36 13 XII 52 1 Avs 
18 XI 23 4 aes 13) ab 53 1 er 
18 XI 24 1 3 13 XII 54 1 3 
19 XT 25 i IR 3 13 XII ao 10 ao 
20 XI 26 10 46 15 XII 56 1 beeps 
23 XI 27 1 3 16 XII 57 1 3 
23 I 28 1 3 16 XII 58 1 g 
24 XI 29 1 2 20 XII Mort de la 2 n° 192 

24 XI 30 10 23 
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n° 169 ne permet qu’une conclusion trés prudente : les quelques des- 
cendants de cette femelle paraissent avoir été distribués comme les 
P. turionellae L. étudiées ci-dessus. 

Enfin, les mémes expériences ont été effectuées avec des femelles 
de P. contemplator MULL. et d’Itoplectis FORsT. qui pondirent alter- 
nativement dans des chrysalides d’Ephestia isolées (enveloppées de 
papier) et dans des chrysalides semblables groupées par paquets de 10 
dans un méme papier : les femelles de P. contemplator MULL. n° 309 
318, dJ. maculator F. n°8 105, 118, dl. alternans GRAV. n° 120, 
d’I. t. europeator AuB. n° 192, pondirent dans des chrysalides entassées 
et isolées dans lordre 10, 1, 1, 1, 10, 1, 1, 1, 1... 

Les résultats furent encore plus difficiles & obtenir que dans les 
cas précédents, car les petites especes de Pimpla ¥. et d’Itoplectis 
FORST. eurent souvent une vie de courte durée. Parfois aussi, de trop 
nombreuses chrysalides isolées ne donnerent aucun parasite, de sorte 
que la comparaison avec le sexe ratio des individus issus des paquets 
de 10 devenait impossible. J’ai cependant relevé sur les tableaux 9 
et 10, les pontes des femelles n° 192, (309) et 120 ot les descendants 
furent répartis de la maniere suivante : 

La femelle d’J. t. europeator auB. n° 192 produisit un grand 
nombre de descendants males, et 8 descendants femelles dont 6 se 
trouverent placés dans les chrysalides groupées par paquets de 10. 

Dans la ponte de la femelle de P. contemplator MGLL. n° 3809, 


6 sur 9 des descendants femelles sortirent également de paquets de 
10 Ephestia. 


TABLEAU 10 


Ponte de l’Itoplectis alternans GRAV. n° 120 (obtenue le 3 III de Tenebrio, 
accouplée 4 1 g), dans des chrysalides d’Ephestia isolées (1) 
ou entassées (10). 


2° géné- 2° géné- 
Date de Numéro Hétes ration : Date de Numéro cena 
la ponte de la alate sexe des la ponte de la eee sexe des 
(1954) ponte parasites (1954) ponte bbs parasites 
obtenus obtenus 
SOPLIL 1 1 larve morte 5 IV 12 10 2 
20 II 2 1 3 6 IV 13 1 eH e 
- as : F 3 8 IV 14 i Bae 
26 III 4 bis : ; : . ae * : : 
10 IV 16 1 ce) 
27 III 5 1 Q 10 IV ily) t baud 
29 It 6 1 larve morte 12 IV 18 11 6 29 
30 III 7 10 822 45 IV 19 1 Le 
oa) ThE 8 1 3 15 IV 20 1 9 
d AV: 9 1 3 15 IV 21 1 bas 
: A! larve ee Mort accidentelle de la 9 n° 120 
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Enfin, le tableau n° 10 représente la ponte de la femelle d’I. alter- 
nans GRAV. n° 120, ponte qui me semble étre exactement du méme 
type que les pontes des femelles de P. turionellae L. n°’ 85, 117 et 199 
dans des nymphes de Tenebrio (tableaux 7 et 8). En effet, la femelle 
a’I. alternans GRAV. n° 120 produisit 4 descendants femelles au début 
de la ponte dont trois sortirent d’Ephestia groupées. Puis elle présenta 
une seconde période durant laquelle des ceufs fécondés furent soudain 
pondus en masse dans tous les hétes. J’ai malheureusement interrompu 
involontairement la ponte de cette femelle le 15 avril 1954, de sorte 
que j ignore si elle aurait présenté une troisiéme période (ceufs non 
fécondés males) comme ce fut le cas chez les femelles précédentes. 


Conclusions. 

1. La multiplication des chrysalides ou des nymphes_isolées 
offertes aux parasites entre les hétes groupés par paquets de 6 ou 10, 
a confirmé les résultats de la précédente série d’expériences : lorsque 
les Pimplinae produisent un faible pourcentage de descendants 
femelles, ceux-ci sont distribués « de préférence » dans les paquets 
de 6, du moins au début de la ponte; ultérieurement, la plupart des 
femelles étudiées passerent par une seconde période durant laquelle 
elles produisirent soudain un grand nombre de descendants femelles, 
méme dans les nymphes isolées. Cette deuxieme période fut suivie 
d’une troisieme au cours de laquelle des ceufs non fécondés furent pondus 
jusqu’a la mort de V’insecte. On peut donc représenter sommairement 
les résultats de cette expérience, par le schéma suivant : 

1 période ; 6 Tenebrio groupés 4 ‘ ‘ i rapport 9/¢ = 2/2 = 1 
Tenebrio isolés ———> 1 ¢ rapport 9/g$ = 0/1 = 0 

2€ période: descendants 9 dans n’importe quel hdote. 

3€ période: seulement des descendants 4. 


2. L’existence d’une seconde période durant laquelle les femelles 
n° 85, 117, 120 et 199 produisirent soudain de nombreux descendants 
femelles est peut-étre une conséquence de la rétention des spermato- 
zoides pendant la période initiale de la ponte. 

3. Dans la premiére expérience, le sexe ratio des descendants fut 
de 10 : 48 pour la femelle n° 85, de 10 : 33 pour la femelle n°? 117, 
de 18 : 22 pour la femelle n° 199. I] fut donc inférieur a celui des 
expériences. décrites dans le chapitre précédent (chapitre 20). Je 
pense que cette baisse du sexe ratio est due au nombre plus élevé 
d’hétes isolés offerts aux parasites entre les paquets de 6 nymphes. 

Les valeurs du sexe ratio relevées ci-dessus doivent étre inter- 
prétées avec prudence il est vrai, car elles sont sujettes 4 des variations 
importantes. Il est certain que l’impossibilité dans laquelle nous nous 
trouvons d’apprécier certains facteurs, tels que par exemple l’impor- 
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tance du stock de spermatozoides actifs emmagasines par la femelle, 
rend délicate Vinterprétation des chiffres du sexe ratio. 

Quoi qu’il en soit, les résultats de cette nouvelle série d’expériences 
paraissent significatifs. 


22. Pontes dans une série d’hdtes isolés suivie d’une série d’hétes groupés 


Quelle serait la répartition des sexes dans la descendance d’une 
femelle de Pimpline disposant de séries d’hétes isolés alternant avec 
des séries d’hétes groupés? 

Jai effectué cette expérience avec plusieurs femelles d’Itoplectis 
rorsT. et de Pimpla turionellae L. (= examinator ¥.) Il convenait 
d’offrir tout d’abord aux femelles en question une série d’hétes isolés, 
avant de leur présenter exclusivement des hétes de méme taille 
eroupés dans un papier; une brusque modification de la répartition 
des sexes avait quelque chance d’apparaitre des le moment ot la 
femelle parasite se trouverait placée exclusivement en face d’hotes 
groupés. 

Le tableau 11 met en évidence les résultats obtenus avec la femelle 
de P. turionellae L. n° 73 qui pondit dans des nymphes de Tenebrio’ 
disposées comme je viens de-l’expliquer : au début de la ponte, lors- 
qu’elle déposa ses ceufs dans des nymphes isolées, la femelle n° 73 
produisit 6 descendants males et 1 femelle. Le sexe ratio fut alors de 
1: 6. Lorsque cette méme femelle n° 73 commenga de pondre daris des 
nymphes de Tenebrio groupées par paquets de 6, 8 ou 9, elle donna 
soudain naissance & de nombreuses femelles, de sorte que le sexe 
ratio fut modifié au point d’atteindre la valeur 31 : 48. 


Sept semaines plus tard, j’offris 4 nouveau A la femelle n° 73 
une série de nymphes isolées. Or, contre toute attente, le sexe ratio 
ne fut pas modifié une seconde fois, la femelle n° 73 ayant continué 
de pondre dans les nymphes isolées une forte proportion d’ceufs 
fécondés, tout comme dans les nymphes groupées ! 

La femelle n° 73 se comporta alors comme les femelles n° 85, 
117, 199, etc. au moment ou elles entrerent dans cette deuxiéme période 
durant laquelle la composition de la descendance n’est plus en relation 
avec la taille de l’héte (cf. chapitre 17-21). 

_En ce qui concerne la femelle n° 73, il est possible que la distri- 
bution anarchique de la descendance dans les petits hdtes soit résultée 
de la présentation continue d’hétes groupés durant les 7 semaines 
précédentes, toutefois, il ne saurait étre question de « tétanisation » 
de la musculature du canal séminal (cf. FLANDERS 1956), puisque non 
seulement des femelles, mais aussi des males se sont développés dans 
les nymphes groupées. 

Comme chez les femelles n° 85, 117, 199..., la ponte de la femelle 
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examinator ¥F.) n° 73 (obtenue le 


31 VIII d’Abravas grossulariata u., accouplée 4 3 3), dans des nymphes 
de Tenebrio isolées (1) ou entassées (6, 8). 
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Numéro 2 Eee 
d’ ordre Hotes oe. 
de la uulists | “Re Se 
ponte parasites 
obtenus 
1 1 prior. 
2 1 ret 
3 1 Q 
4 1 3 
La Q cesse de pondre 
et hiberne dehors 
5 1 3 
6 1 3 
7 ! 3 
8 1 3 
9 7 2g 
10 6 ao -2 
11 6 2 AO 
12 6 Bo ake 
13 6 3 ge 
14 6 nas 
15 8 sir Fo 
16 8 396) #2 
17 8 29 
2 larves mortes 
18 8 Jie. © 
49 8 ai =e 
20 8 Ore wm 
1 8 36 22 
22 8 Zager we 
nymphe morte 
23 8 vigt 12 
24 8 JS oY 
25 8 3 22 
26 8 Ear re 
larve morte 
27 8 262) 2 
28 8 a oe 
29 8 Q 
30 8 PAR ot 
31 8 32° 
oD 9 23 
33 8 ase 
2 larves mortes 
34 8 ag 2 
35 8 26) 
36 8 $29 
37 8 26 
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40 1 ? 
41 1 3 
49 1 3 
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65 
66 
67 
68 
69 
70 
71 
72 
73 
74 
75 
76 
77 
78 


79 
80 
81 


Se 


2° géné- 
Hates ration : 
utilisés paca des 
parasites 
obtenus 
1 ; 
‘ 3 
1 g 
1 larve morte 
8 Big | & 
8 2¢2°2 
prénymphe morte 
8 53 
8 36 ee 
8 on 
larve morte 
9 3d 
8 43 
larve morte 
9 2¢ 
larve morte 
8 26 
2 larves mortes 
8 3d 
8 3 
larve morte 
8 3 
8 3d 
8 3 
8 By 
larve morte 
1 eee 
1 larve morte 
1 As 
1 3 
1 Boao 
il 3 
1 3 
1 3 
1 etek 
1 3 
8 spate 
8 Pes 
larve morte 
8 3 
8 larve morte 
8 cat 


La 9 n° 73 meurt au réfrigérateur 
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n° 73 se termine par une troisieme période durant laquelle seuls des 
ceufs males non fécondés furent pondus. Or, si la deuxieme période 
supposée de la femelle n° 73 fut précoce, la troisieme le fut également, 
au point qu’avant de mourir, la femelle n° 73 pondit durant un mois, 
exclusivement des ceufs males, aussi bien dans des nymphes groupées 
que dans des nymphes isolées (tableau 11). Je pense que Vapparition 
de nombreux males dans la période finale de la ponte est en relation 


TABLEAU 12 


Ponte de l’Itoplectis europeator auB. n° 217 (obtenue le 31 I d’Ephesiva, 
accouplée a 2 3), dans des chrysalides d’Ephestia isolées (1) 
ou entassées (10). 


pe géne- 2e géne- 
Date de Numer 2 ‘ati : D: le N bro rati : 
la ponte de oe Oise ete k ee sa srt tak Hotes ee Z 
z ‘ utilisés mare ar ae aoe utilisés aoe 
(1955) ponte parasites (1955) ponte parasites 
obtenus obtenus 
8 Il 1 i 2 24 FI 22 | 3 
8 Il 2 i 25 «Il 23 10 Cree 
9 i 3 1 26 il 24 10 29 
ey Uy 4 1 ; acy EE 25 10 3 22 
i Il 5 1 Y leet i 26 10 29 
Umea 6 L fe) 2 Ill 27 10 6S 
pe II 7 1 3 a EEE 28 10 larve morte 
13 II 8 1 fe) 4 Ill 29 10 ) 
14 Il 9 1 3 rénymph 
1 Hi , ; prenymphe morte 
y 5 Ill 30 11 3 
+ * As 1 phe larve morte 
12 1 3 7 Ill 31 10 oe 
C7 13 1 3 lary 
tages aa arve morte 
t arve morte 8 Ill 32 10 o ee 
18 Il 15 1 e) 9 III 33 10 3 
- . 16 1 3 10 Ill 34 11 2S tug 
ee s l 3 11 IIL 35 10 é 
tet L rol 12 III 36 11 2 Oey 
ae a 1 g 14 IL 37 i en 
oa o ; 3 : 15 III 38 10 3 
2 2 je Pe Mort de la 2 n® 21 


avec une carence de spermatozoides (épuisement du stock emma- 
gasiné dans la spermatheque?) Durant cette période, la taille de ’héte 


ec ; ; 
n’intervient plus, cela se congoit, dans la détermination du sexe de la 
descendance. 


Jai répété cette expérience avec des femelles d’Itoplectis FORST 
qui pondirent successivement dans des chrysalides d’Ephestia isolées 
puis dans une série d’Ephestia groupées. Le tableau 12 montre quelle 
fut la répartition des sexes chez les descendants de la femelle a’ Nae 
peator AUB. n° 217 : durant 16 jours, cette 9 pondit dans des ke sa- 
lides isolées qui produisirent des Pimplinae en majeure partie wae 
(sexe ratio 6 : 10). Par contre, dés que la femelle n° 217 fut mise en 
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presence de chrysalides groupées, des ceufs femelles y furent déposés 
en masse, de sorte que le sexe ratio atteignit la valeur inverse de 12 : 8! 
Enfin, comme les précédentes, cette femelle produisit de nombreux 
males 4 la fin de sa vie, méme dans les paquets de 10 Ephestia, si bien 
que le sexe ratio redescendit 4 la valeur de 2 : 7. 

Enfin, le tableau 13 représente une variante de l’expérience 
précédente : il s’agit de la ponte de la femelle d’I. alternans GRAV. 
n° 112 a qui j'ai présenté au contraire, une série d’hdtes de grande 
taille (Tenebrio) au début de la ponte. Ces grands hétes produisirent 


TABLEAU 13 


Ponte de l’Itoplectis alternans GRAV. n° 112 (obtenue le 13 II de Tenebrio, 
accouplée a 1g) dans des nymphes de Tenebrio (T) et chrysalides 
d’Ephestia isolées (1) ou entassées (10). 


2e géné- 2° géné- 
Date de Numero Hotes ration : Date de Numéro ates ration : 
la ponte de la age sexe des la ponte de la sane 5 sexe des 
Ks utilisés ‘ utilisés i 
(1954) ponte parasites (1954) ponte parasites 
obtenus obtenus 
19° TI 1 T 3 5 Ill 12 I ae 
je Pp a 2 Ab Aeind 6 Ill 13 ik 2 
20) It 3 T larve morte 8 Ill 14 1 3 
ae MW | 4 ie Q 10 III aS) 1 3 
ao 6 5 T 3 41 III 16 10 2 
24-1 6 T 2 CTD 17 eT Be 
ao LS i] T Q 42 III 18 1 3 
2G IT 8 Al hyperpara- 43711 19 1 Q 
sitée avec 15 III 20 10 3 e 
Gelis 16 III 21 1 mos 
be am i G) 4} 2 16 III 22 1 ae 
3 Ill 10 Ae 2 19 III Mort de la 2 n° 112 
4 Ill 11 Ate fe) 


7 Itoplectis femelles et 2 males. Puis la femelle n° 112 pondit dans de 
petits hétes (Ephestia) groupés et isolés. Les sexes des descendants 
furent alors répartis comme au début de la ponte chez les femelles 
n° 83, 85, 117, 120, 192, 199, 309... En effet, 3 males et 1 femelle 
sortirent d’Ephestia isolées (sexe ratio 1 : 3), et 2 femelles, 1 male, 
d’Ephestia groupées (sexe ratio inverse 2 : 1). 


Conclusions. — Dans l'ensemble, ces expériences sont en accord 
avec celles qui précédent, et également avec les expériences consistant 
& présenter au parasite des hétes de grande taille et de petits hétes 
isolés, ¢’est-a-dire que la Pimpline traite les paquets de nymphes 
comme des hétes de grande taille. Toutefois, la réponse du parasite 
& Vhote-piége est beaucoup moins significative que la réponse @ un 
héte de grande taille isolé. On doit done admettre que Phote-piege 
ne représente qu’imparfaitement un gros héte. Jignore les raisons 
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d’une telle différence de comportement. Pour élucider ce probleme, 
il faudrait entreprendre une série de recherches plus poussées, re- 
cherches qui dépassent les limites de mes investigations; dans le pré- 
sent travail, je me suis borné a « débroussailler » la question. 


23. Considérations sur le taux de ponte 
et la mortalité sélective ou différentielle 


Il.semble que le groupement des hétes entassés dans un méme 
papier engage souvent les Pimplinae a féconder les ceufs qu’elles y 
déposent. On peut considérer que le volume important de ces hotes- 
pieges « trompe » la femelle parasite qui réagit comme si elle se trouvait 
en présence d’un héte normal de grande taille. Toutefois, le fait que 
des males de Pimplines se développent également dans les nymphes 
eroupées, met en évidence la complexité du probleme. Il en résulte 
que d’autres hypothéses, indépendantes du « volume » total des 
nymphes groupées doivent aussi étre envisagées 

Lorsqu’une Pimpline pond dans un paquet de nymphes, elle 
dépose davantage d’ceufs, et plus rapidement, que dans les hotes 
isolés. Le rythme accéléré de la ponte (ou taux de ponte) expliquerait- 
il la fécondation d’un plus grand nombre d’ceufs dans les hotes groupés? 

Pour étudier cette possibilité, j’ai laissé pondre plusieurs fois 
dans chaque nymphe isolée de petite taille, les femelles de P. turionellae 
L. n° 85 a 199, et celles d’Itoplectis FORST. n° 192, 193, etc. 

Cela n’a pas empéché les descendants femelles de se trouver 
distribués en majeure partie dans les nymphes groupées. Cela n’a 
pas empéché non plus l’apparition d’une seconde période durant 
laquelle des descendants femelles sortirent soudain de tous les hdétes, 
méme des hétes isolés. Inversement, plusieurs femelles d’Itoplectis 
FORST. et de petites Pimpla ¥., qui pondirent chaque jour dans des 
Ephestia isolées, avec un faible taux d’oviposition, pondirent pourtant 
de grandes séries d’ceufs fécondés femelles au début de la ponte, ou 
durant une partie plus ou moins importante de leur vie si elles avaient 
été capturées dans la nature. Ces phénoménes sont manifestement 
indépendants du taux de ponte. 

On sait aussi que les femelles des diverses espéces étudiées pro- 
duisent un pourcentage d’ceufs fécondés trés variable (en relation 
vraisemblablement avee le nombre de spermatozoides actifs emmaga- 
sinés); ce phénomene est lui aussi indépendant du taux de ponte 
qui ne peut le modifier. Méme si le taux de ponte peut avoir quelque 
influence sur la répartition des sexes chez les descendants, ce facteur 
apparait comme trés secondaire chez les Pimplinae, et ne peut expliquer 
les phénoménes décrits dans les chapitres qui précédent. 

Voyons maintenant quelles peuvent étre les incidences de la 


BIOLOGIE DE QUELQUES Ichneumonidae Pimplinae 163 


« mortalité sélective » (ou différentielle) sur le sexe ratio : en 1937, 
JACKSON constata l’éclosion de 18 males et de 8 femelles de P. turio- 
nellae L. (= examinator ¥.), issus de chrysalides d’Ephestia kiihniella z. 
L’auteur en déduit quil s’agit probablement d’une manifestation de 
la mortalité différentielle, qui entrainerait la mort des femelles dans 
les chrysalides « trop petites pour elles ». FLANDERS a reproduit les 
arguments de JACKSON en 1939. En réalité, nous savons depuis CuEwy- 
REUV (1913), que les femelles de Pimplines pondent une majorité 
d’ceufs males dans les petites chrysalides, mais aussi des ceufs 
fécondés plus ou moins nombreux, qui s’y développent sans diffi- 
culté (voir chapitre 17, tableau 14, et p. 165). Rien ne prouve 
done quwil y ait eu mortalité sélective dans l’élevage de Jackson ! 

En 1932, VANDEL crut observer les manifestations de la mortalité 
sélective chez certains parasites Strepsipteres. Ses conclusions ont 
également été reproduites par FLANDERS (1939), Moursr (1946) et 
NARAYANAN (1955). Ces auteurs semblent avoir ignoré le travail de 
KostirzIn qui, en 1935, reprit les chiffres publiés par VANDEL, et 
démontra que, du point de vue statistique, tout se passe comme si les 
eufs mdles plus nombreux que les eufs femelles étaient mélangés avec 
ces derniers (chez les insectes étudiés par VANDEL) dans une proportion 
relativement stable, et indépendante du nombre dcufs déposés sur un 
héte. 

S’il ne faut pas rechercher partout les manifestations de la mor- 
talité sélective, ce phénomene n’en existe pas moins; il est vraisem- 
blable que certains facteurs considérés comme modifiant le sexe ratio 
de populations parasites, n’interviennent qu’¢ndirectement, en fonction 
précisément de la mortalité sélective! Parmi ces facteurs, citons la 
nourriture (cf. FLANDERS 1945), la température (cf. Mours1 1946), 
la polyembryonie et le superparasitisme (cf. FLANDERS 1956); voyez 
aussi FLANDERS 1937, 1939, GroscH 1948. 


On peut se demander si la présence de Pimplinae femelles dans 
les hotes groupés, ne pourrait pas s’expliquer par le phénomene de 
la mortalité sélective intervenant 4 la faveur du superparasitisme : 
en effet, si plusieurs ceufs sont déposés dans des nymphes isolées, on 
peut supposer que les ceufs non fécondés males ont plus de chance 
de parvenir 4 terme que les ceufs femelles, en raison de leur développe- 
ment plus rapide et de leur haploidie (cf. GroscH 1948). 


Dans les nymphes groupées, par contre, les ceufs sont disposés 
dans un plus grand nombre de nymphes. I] se pourrait alors que les 
descendants femelles issus de nymphes groupées, soient issus de celles 
parmi ces nymphes qui ont recu un seul ceuf. Les males issus de nymphes 
eroupées se seraient développés dans les hétes qui auraient regu plu- 
sieurs ceufs. 

En réalité, cette explication n’est pas plus vraisemblable que la 
précédente : en effet, certains paquets de nymphes parasitées par 
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les femelles n°’ 32, 36 et 88 (cf. chapitre 20) ont donné exclusivement 
des descendants femelles, bien qu’ils aient été piqués un grand nombre 
de fois (toutes les nymphes de ces paquets ont été disséquées et exa- 
minées apres la fin des éclosions). 

D’autre part, I’ « exces » de descendants femelles au début de 
certaines pontes et durant la « deuxiéme période », ne peut pas davan- 
tage s’expliquer par la mortalité sélective. De plus, j’ai fait pondre 
certaines femelles (de P. contemplator MULL. notamment) dans des 
Ephestia isolées qui furent piquées alternativement une ou plusieurs 
fois (voir tableau 14, ponte de la femelle n° 305). Les descendants, 
qui furent nombreux, se trouvérent distribués de sorte qu’a certains 
moments de la ponte, on observait la prédominance de l’un ou l'autre 
sexe, tout Aa fait indépendamment du nombre de piqtres subies par 
les hotes. 


TABLEAU 14 


Ponte de Pimpla contemplator MULL. (= turtonellae auct. nec L.) n® 305 
(obtenue le 10 XI d’ Ephestia, accouplée a1 3), dans des chrysalides 
d’Ephestia isolées. 


2° gene- 2° gene- 
Date de Numero “ ration : Date de Numéro ; ration : 
la ponte de la ‘bre BF sexe des la ponte de la tess ay sexe des 
(1955) ponte Pa parasites (1955) ponte ae ape parasites 

obtenus obtenus 
12 XI | i 3 QZ 23 1 2 
PDT 2 2 Q 22. XI 24 2 et 
14 XI 3 1 2 23 XI 25 i 2 
14 XI fy 2 3 23° XI 26 2 2 
15 XI 5 1 3 24 XI 27 1 3} 
16 XI 6 1 3 24 XI 28 3 3 
16) XI i 1 3 20 XI 29 2 
16 XI 8 2 a 25 XI 30 2 ara 
(UES 9 1 2 25 XI 31 1 3 
Aaex 10 2 .e) 26: XT 32 2 larve morte 
17 XI 11 1 3 26 XI 33 1 2 
V7 12 3 a 26° XI 34 1 2 
18 XI 13 1 28 XI 35 2 3 
18 XI 14 2 axes 28 XI 36 1 aes 
18 XI 15 1 2 29° XI 37 1 Q 
19 XI 16 2 ) 29. XSI 38 7. 8) 
19 XI 17 1 3 30 XI 39 1 
24 XI 18 Z 2 t XII 40 2 
21 XI 19 al Q 2 XII 41 2 
ds. ni vole! wha genuine pam 
reer > } 2 te 43 2 tees 

o_ XIE Mort de la 2 n® 305 


De plus, je rappelle que la femelle n° 85 (tableau 7) pondit deux 
ceufs dans chaque nymphe isolée; or, la régularité avec laquelle des 
ceufs males furent pondus dans ces nymphes isolées, n’est pas en 
accord avec la théorie de la mortalité sélective : dans tous les cas ov 
les nymphes isolées produisirent des parasites males, la femelle n° 85 
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naurait done jamais pondu deux ceufs femelles, mais toujours deux 
ceufs males, ou un ceuf male et un ceuf femelle. S’il en était vraiment 
ainsi, on devrait alors se demander pourquoi la femelle n° 85 aurait 
ainsi disposé ses ceufs, et le probléme resterait entier! En réalité, 
toutes les observations faites concourent 4 démontrer que les Pimplinae 
pondent des ceufs fécondés qui donnent des descendants femelles en 
masse, parfois méme dans les petits hétes, lorsqu’elles y sont poussées 
par diverses nécessités (cf. chapitre 17). 

Enfin, l’expérience décrite dans le chapitre suivant montre égale- 
ment que ni le taux d’oviposition, ni la mortalité sélective ne peuvent 
expliquer la présence des descendants femelles dans les nymphes 
groupées : bien au contraire, si nous admettons qu’une femelle de 
Pimplinae peut féconder ses ceufs « & volonté », ceci a précisément 
pour corollaire d’éliminer la concurrence entre les sexes dans un méme 
hdte, et partant, toute possibilité de mortalité sélective. 

J’ajouterai que la croissance sélective entrainant une mortalité 
différentielle, n’explique pas non plus la prédominance des males 
dans les nymphes isolées, ou leur présence dans les nymphes groupées : 
nous savons en effet, que des femelles de P. turionellae L. parfaitement 
normales se développerent dans certaines conditions aux dépens de 
nymphes de Tenebrio isolées, hote de « petite » taille pour le parasite 
en question (cf. ponte de la femelle n° 36). Ces femelles issues de 
petits hdtes furent vigoureuses au point que certaines d’entre elles 
eurent une longévité maximum accompagnée d’une fécondité non 
moins concluante. 

Le taux d’oviposition ou la mortalité sélective ne peuvent done 
expliquer la distribution des descendants males et femelles parmi les 
nymphes groupées qui furent présentées aux Pimplinae de mes éle- 
vages. Tout se passe en réalité comme si le groupement des hétes 
favorisait la fécondation des ceufs, et d’autre part comme si un facteur 
différent et contraire empéchait la femelle d’y pondre exclusivement 
des ceufs fécondés, ceci méme lorsqu’elle est entrée dans sa seconde 
période... (cf. chapitre 26). 


24. Réponse des Pimplinae aux hdétes-piéges constitués 
de nymphes entassées alternant avec des nymphes alignées 


Etant donné que les femelles de Pimplines ont tendance a féconder 
les ceufs qu’elles déposent dans les hétes de grande taille ou dans les 
hétes groupés, on peut se demander si elles sont influencées par la 
quantité de substance que représente l’héte, ou si elles réagissent 
simplement en fonction du volume de l’héte. En d’autres_ termes, 
les Pimplinae peuvent-elles dissocier ces deux facteurs? 

Pour éclaircir ce probleme, j’ai présenté 4 des femelles d’Itoplectis 
alternans GRAV. des chrysalides d’Ephestia entassées par paquets de 6, 
alternant avec 6 chrysalides identiques alignées une a la suite de 
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autre dans de longs cylindres de papier de soie. Toutes les chrysalides 
étaient identiques, mesuraient 7 mm de long, et toutes avaient la téte 
dirigée du méme cote. 

La femelle n° 333 pondit en juin 1956 alternativement dans 
chacun de ces hdtes-piéges. Je m’efforcai d’obtenir approximativement 
le méme nombre de pontes dans les chrysalides alignées et dans les 
chrysalides entassées. Je m/’efforcai aussi d’empécher le parasite de 
pondre plusieurs fois au méme endroit, dans les memes chrysalides 
(car les femelles sont souvent enclines a pondre plusieurs fois de suite 
au méme endroit). Dans quelques cas, je suis allé jusqu’a intervertir 
ordre des chrysalides dans les divers groupements, ou jusqu’a retourner 
les paquets de chrysalides (sans changer leur disposition fondamentale). 
Ainsi devaient étre éliminées chez les descendants les modifications 
possibles du sexe ratio sous l’effet du taux d’oviposition ou de la 
mortalité sélective (voir chapitre précédent). 

La femelle n° 333 produisit un grand nombre de descendants 
males et 8 femelles. Or, ces 8 femelles sortirent sans exception de chry- 
salides entassées! Je n’obtins aucun descendant femelle a partir des 
chrysalides alignées (tableau 15) (*). 


TABLEAU 15 
Ponte de |’ Jtoplectis alternans GRAV. n° 333 (obtenue le 1 VI de 6 Ephestia 


entassées, accouplée a 19) dans 6 chrysalides d’Ephestia entassées 
(ent.) ou alignées (al.). 


2e Ane ane 
2° géneé- 2° gené- 
Date de Numéro F ration : Date de N er ati : 
la ponte de la Heiss sexe des “i “i saul yeMes; ee : 
s de uliaee sexe des a ponte de la tilisés sexe des 
(1956) ponte parasites (1956) yonte aie sites 
v ponte parasites 
obtenus obtenus 
5 VI 1 ent, é 14, VI 9 ent. 3Q 
& VI 2 al. 3 15 Vil 10 al. 36 
anvil 3 ent. 3d 22 18 VI 11 ent. 2¢ 
8 VI 4 al. 3d 19: NI 12 al. 4g 
9 nat 5 ent. 29 20 VI 13 ent. 3.0 
* Ma 6 al. 3 1 SVE A al. hes 
12 VI 7 ent. ae Pee 2 VII Mort de la 2 n® 333 
13 VI 8 al. 3¢é 


La Pimpline n’a done pas répondu de la méme maniétre a l’hdte- 
piége constitué de chrysalides entassées et A l’hdte-piege composé de 
chrysalides alignées. Or, la quantité de substance représentée par 
chacun de ces hétes composites et leur volume étaient approximative- 
ment identiques. Un autre facteur a déterminé le comportement de 
la Pimpline : je ne connais pas encore la nature de ce (ou de ces) fac- 
teurs, mais, dans l’ensemble, les résultats des expériences effectuées 


* 36 @ ants ‘ - f ] ; 
(*) Les descendants d’autres femelles qui avaient pondu dans les mémes condi- 
hous se trouverent répartis de maniére moins concluante ou méme sans ordre apparent 
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jusqu ici m’engagent a considérer que le parasite répond peut-étre a 
la valeur de la section droite de ’hdte : ainsi s’expliquerait le comporte- 
ment de la femelle n° 333. Quoi qu’il en soit, nous constatons que le 
parasite nest pas indifférent a la forme de l’héte-piége. Diverses 
expériences (du méme type que la précédente) permettraient sans 
doute de préciser les facteurs susceptibles d’intervenir dans la déter- 
mination du sexe de la descendance chez les Pimplinae. 


25. Expériences accessoires 


On pourrait se demander si l’épaisseur plus ou moins grande du 
papier enveloppant les nymphes peut avoir quelque incidence sur la 
répartition des sexes chez les descendants des Pimplinae. On voit 
qu’il n’en est rien si l’on examine 4 nouveau le tableau 2, représentant 
la ponte de la femelle de P. turionellae L. n° 135. Cette femelle pondit 
alternativement dans des nymphes enveloppées d’un seul papier et 
de trois papiers semblables étroitement appliqués autour d’elles. La 
répartition des sexes chez les descendants fut indépendante de ce 
facteur. J’ai fait la méme expérience avec des femelles de P. coniem- 
plator MULL. qui se comporterent comme la précédente. 

En passant, je signalerai que les Pimplinae ne peuvent détecter 
un hdte enfermé dans un papier d’aluminium. 


Pour compléter les expériences précédentes, }’ai offert alternative- 
ment a des femelles de P. turionellae L. une nymphe de Tenebrio isolée, 
et une nymphe semblable placée a la surface d’une volumineuse boule 
de coton hydrophile, le tout enveloppé de papier de soie. Les parasites 
allaient-ils pondre des ceufs fécondés dans cet hédte-piege d’un nouveau 
genre? En fait, cette expérience m’a donné des résultats tout a fait 
inattendus : chaque fois qu’une Pimpline se trouvait devant un tel 
hdte, elle détectait la présence d’une chrysalide a l’intérieur, mais elle 
était absolument incapable de délimiter sa position exacte. Elle per- 
forait l’enveloppe de papier sans parvenir a toucher la nymphe. Ce 
manége durait parfois des heures sans que la nymphe fit parasitée. 
Rarement, la Pimpline enfongait par hasard sa tariere a l’endroit 
précis ot se trouvait la nymphe, et pondait alors un ceuf dedans. 

Souvent, aprés plusieurs essais infructueux, le parasite cessait 
toute tentative de perforer l’héte-piege avec sa tariere. I] continuait 
de V’inspecter longtemps encore, mais ne cherchait plus 4 le piquer. 
Il s’en éloignait parfois, venait l’inspecter 4 nouveau, faisait de rares 
et vaines tentatives... 

J’ai fait cette méme expérience avec des femelles d’Itoplectis 
t. europeator auB. Le résultat fut identique. 

La Pimpline est done absolument incapable de repérer avec pré- 
cision une nymphe ainsi disposée. I] en est résulté que les nymphes 
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parasitées dans de telles conditions furent trop peu nombreuses pour 
que je puisse savoir si les Pimplines avaient tendance ou non a y 
déposer des ceufs fécondés. 


26. Comment la femelle « mesure »-t-elle son héte ? 


Les observations qui précédent, en confirmant et complétant 
celles de CHEWYREUV, montrent que les femelles des Pimplinae sont 
capables d’apprécier la taille de leurs hétes, et qu’elles ont tendance, 
en accord avec la théorie de DztErzon, & déposer des ceufs fécondés 
dans les hétes les plus grands. 

La question se pose alors de savoir par quel mécanisme le parasite 
apprécie la taille de son héte, le « mesure ». A ma connaissance, aucune 
recherche approfondie n’a encore été entreprise en vue d’élucider 
ce probleme. 

Un premier fait acquis 4 la faveur des élevages de Pimplinae 
effectués dans notre laboratoire, est que la quantité d’odeur plus grande 
dégagée par un héte plus grand ne suffit pas, a elle seule (pas plus 
que la taille seule), 4 provoquer la fécondation des ceufs. En effet, 
si ce facteur avait une importance primordiale dans le déterminisme 
du sexe, le groupement d’hétes nombreux entassés dans un méme 
papier, suffirait 4 déclencher la ponte d’ceufs femelles. Or, nous savons 
que des descendants males en nombre plus ou moins important sortent 
de ces nymphes groupées. 

On sait également que bien souvent, les petits hdtes recoivent 
eux aussi des ceufs fécondés. Enfin, je rappelle que la femelle n° 333, 
mise en présence d’hdtes-pieges constitués d’Ephestia entassées alter- 
nant avec des hétes-pieges composés de chrysalides alignées, fécondait 
de préférence ses ceufs distribués dans les premiers de ces hétes-piéges. 

La quantité d’odeur plus grande ne suffit done pas a déclencher 
la fécondation de tous les ceufs pondus dans les nymphes groupées. 

Une autre hypotheése proposée au siécle dernier a souvent été 
reproduite jusqu’a nos jours pour expliquer les phénoménes du méme 
ordre mis en évidence chez |’Abeille domestique : il s’agit de Pidée que 
 écartement des pattes de la reine déterminerait une compression 
ou un relachement des muscles du réceptacle. Chez les Pimplinae, 
cette hypothése ne me semble pas devoir étre retenue : en effet, si 
’écartement des pattes suffisait 4 déclencher la fécondation des ceufs, 
nous aurions exclusivement des descendants femelles dans les nymphes 
groupées, ce qui n’est pas le cas. De plus, lorsqu’une femelle de Pim- 
pline pond dans une chrysalide de petite taille, elle s’agrippe de part 
et d’autre 4 toutes les aspérités qu’elle rencontre : les pattes sont 


souvent trés écartées, ce qui n’empéche pas que l’ceuf est pondu sans 
étre fécondé. 
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Si nous passons en revue tous les organes susceptibles d’intervenir 
dans la détermination du sexe, nous devons examiner maintenant 
quel pourrait étre le réle de la tariére dans ce phénoméne. 

Peut-on admettre que les Pimplinae « apprécient » le volume de 
leurs hétes d’aprés la profondeur de pénétration de la tariére? Avant 
de répondre a cette question, je rappellerai que le phénoméne de 
déterminisme du sexe découvert par Dzrerzon intéresse un erand 
nombre d’Hyménopteéres, comme VANDEL le faisait déjA remarquer 
en 1935. On pourrait done supposer que chez tous ces insectes, le 
phénomeéne en question reléve d’un mécanisme fondamental commun. 
Or, s’il en est vraiment ainsi, peut-on admettre que le déterminisme 
du sexe soit lié a la profondeur de pénétration de la tariére, puisque 
la plupart des Hyménoptéres qui « disposent du sexe de leurs descen- 
dants » sont dépourvus de tariére, ou pondent leurs ceufs en surface? 

Le sexe de |’Abeille est en partie déterminé par la taille de l’alvéole, 
celui des Osmies par le volume de la cellule ot l’ceuf est déposé, le 
sexe des Sphégides est en relation avec le nombre de proies accumulées 
dans le nid, enfin, l’ceuf est déposé en surface, sur le tégument d’une 
larve de Coléoptere, chez les Tiphia F. qui fécondent ou non leurs 
ceufs en fonction du stade de Vhéte qu’elles rencontrent. 


En réalité, il est dangereux d’extrapoler et de généraliser un 
phénomene qui, dans ses « détails », peut varier d’un groupe a l’autre 
en fonction de diverses nécessités biologiques : par exemple, les petits 
alvéoles des Abeilles regoivent des ceufs fécondés, alors que chez les 
Pimplinae, les ceufs fécondés sont distribués de préférence dans les 
hétes les plus grands ot les femelles, ici plus grandes que les males, 
trouvent une nourriture plus abondante. 

On ne peut donc rejeter d’emblée ’hypothese que le sexe femelle 
serait déterminé chez les Pimplinae d’apres la profondeur de péné- 
tration de la tariere. Des observations expérimentales peuvent seules 
nous renseigner sur la valeur de cette hypothese. C’est pourquoi j’ai 
tenté l’expérience suivante : 

Je présentai a des femelles de P. contemplator MULL. 6 chrysalides 
d’Ephestia entassées a raison de trois étages de deux, enfermées dans 
un petit récipient de métal plus haut que large. Le récipient de métal 
était ouvert seulement vers le haut, laissant apparaitre les deux 
Ephestia de la couche supérieure. Le tout fut encore enveloppé de 
papier de soie, comme dans toutes les expériences précédentes. 

Si la profondeur de pénétration de la tariere jouait un rédle dans 
la détermination du sexe, nous pourrions avoir ponte d’ceufs fécondés 
dans les deux couches d’Ephestia situées au fond du récipient métal- 
lique, le parasite transpergant de part en part deux, voire les trois 
couches de chrysalides. Les ceufs males non fécondés seraient distribués 
au contraire dans la couche superficielle de chrysalides. 

En réalité, comme dans |’expérience faite avec une boule de coton, 
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jobtins des résultats inattendus, fort différents de ceux que je pre- 
voyais : le parasite, percevant la présence de chrysalides, inspectait 
la petite boite de métal enveloppée de papier, mais il s’efforgait en 
vain de perforer la paroi de métal, délaissant le petit cdté, le seul 
par ow il aurait pu atteindre les chrysalides entassées. La Pimpline 
s’épuisait sur la plus grande surface de ’héte-piege que je lui présentais, 
phénoméne en relation avec la préférence des parasites pour les hdtes 
les plus grands. 

Je poursuivis néanmoins l’expérience en obstruant les plus grandes 
parois verticales de l’hdte-piége, de sorte que le parasite ne pouvait 
plus aceéder aux chrysalides que par le c6té étroit ot la boite de métal 
était ouverte. 

J’obtins ainsi la ponte de nombreux ceufs dans les chrysalides 
d’Ephestia. Toutefois, la Pimpline déjoua une nouvelle fois mes tenta- 
tives! En effet, sur 13 descendants ainsi obtenus de la femelle n° 256, 
10 sortirent de chrysalides disposées en surface, et 3 seulement de 
chrysalides du deuxi¢me étage (*). Parmi les descendants issus du 
deuxiéme étage, 2 étaient des femelles, le 8° un male. Aucune chrysalide 
de l’étage inférieur ne fut parasitée. 

Les femelles de Pimplinae ont done tendance a pondre en surface 
dans les hédtes groupés, et il semble que la tariere soit retenue par 
la deuxieme couche de chitine rencontrée. Lorsque cette deuxieme 
couche est parfois transpercée a son tour, les ceufs déposés plus en 
profondeur ne sont pas nécessairement fécondés. 

D’autres observations rendent peu vraisemblable l’intervention 
de la tariere dans la fécondation des ceufs. En effet, j’ai remarqué 
maintes fois que les femelles de P. turionellae L. pondent également 
en surface dans les nymphes de Tenebrio groupées par paquets de 6. 
La femelle d’Itoplectis alternans GRAV. n° 333 pondit également en 
surface dans des Ephestia entassées, des ceufs qui donnérent exclusive- 
ment des descendants femelles (ponte 9 de la Q 333 notamment, voir 
tableau 15). 

Si la tariére n’intervient pas dans la fécondation des ceufs, peut- 
étre intervient-elle au contraire pour empécher leur fécondation dans 
certains cas. La présence de males dans les chrysalides groupées ne 
pourrait-elle s’expliquer par des perceptions défavorables au niveau 
de la tariere, l’ceuf n’étant pas fécondé si la tariére vient buter trop 
perpendiculairement contre une deuxiéme couche de chitine, traverse 
un espace vide, ou perfore l’extrémité étroite d’une chrysalide? Nous 
ne le savons pas encore. II n’est pas exclu que des sensations défavo- 
rables soient également percues par les appendices céphaliques... 

Mais revenons au déterminisme de la fécondation des ceufs et 


(*) Je signale que cette femelle capturée dans la nature a déposé presque exclu- 
sivement des ceuls fécondés, méme dans une série de petites chrysalides isolées que 
je lui avais présentées au début de la ponte. } 
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voyons si les appendices céphaliques précisément n’interviendraient 
pas dans ce phénoméne : je n’ai pas étudié jusqu’ici le rdéle éventuel 
des palpes, mais seulement celui des antennes, et les résultats obtenus 
sont encore trés sommaires et incomplets. En effet, l’expérience qui 
consiste & couper les antennes des femelles & divers niveaux, se heurte 
a de grandes difficultés. De plus, ici encore, j’ai obtenu des résultats 
inattendus. 

La premiere difficulté résulta du fait que plusieurs femelles 
d’Itoplectis FORST. ainsi opérées, perdirent leur hémolymphe qui perlait 
par grosses gouttes a lextrémité du moignon d’antenne et s’écoulait 
jusqu’a ce que mort s’ensuive. D’autres femelles cesstrent de pondre 
provisoirement ou définitivement. D’autres, telle la femelle d’J. t. euro- 
peator AUB. n° 210, pondirent exclusivement dans des hdétes de petite 
taille (Ephestia isolées) : des ceufs femelles furent inégalement distribués 
dans toute la ponte, avant et apres l’ablation des antennes, de sorte 
qu’aucune modification ne m’est apparue dans la répartition des 
sexes chez les descendants. L’absence d’hétes groupés ou de grande 
taille dans de telles pontes m’empéche de tirer d’une pareille expé- 
rience, des conclusions plus précises. 

D’autre part, il est impossible de connaitre le moment de la ponte 
ou lopération peut étre effectuée avec quelque chance de succés 
plusieurs des femelles opérées avaient atteint sans que je puisse le 
prévoir, un age ou elles ne pondaient plus que des ceufs non fécondés 
males. Aprés comme avant l’opération, elles continuerent évidemment 
de pondre des ceufs non fécondés males. D’autres étaient apparem- 
ment entrées dans leur « deuxieme période » au moment de l’ablation 
des antennes, et la répartition anarchique des ceufs fécondés qui fut 
observée ultérieurement reléve, peut-étre, d’un phénomeéne sans rap- 
port avec l’opération subie par linsecte. 

Enfin, les changements éventuels dans la répartition des sexes 
chez les descendants seraient-ils vraiment dus 4 l’amputation plus 
ou moins sévére des antennes de la « mere », ou plutdt au choc opéra- 
toire? 

En raison de ces difficultés, je ne suis pas en mesure d’apporter 
ici des conclusions définitives, mais seulement quelques résultats 
inattendus et partiels : 

La femelle d’I. t. ewropeator AUB. n° 155 dont j’ai déja parlé, avait 
subi l’ablation totale d’une antenne. Pourvue d’une seule antenne, 
elle pondit cependant, et distribua ses ceufs fécondés dans les hétes 
de grande taille, de fagon apparemment tout a fait normale (cf. cha- 
pitre 18). 4 

Par contre, toutes les femelles dont les deux antennes furent 
tronquées eurent un comportement trés particulier : elles percevaient 
encore la présence de Vhéte, mais elles n’étaient plus capables de le 
localiser avec précision, et de l’atteindre du premier coup de tariére ! 
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Elles perforaient au hasard le faux cocon de papier qui dépassait tout 
autour de l’héte et ne pouvaient atteindre la chrysalide elle-méme. Ce 
nest qu’apres de nombreux essais infructueux que les Pimplinae 
mutilées atteignaient leur héte par hasard. Lorsque la tariere avait 
enfin touché et percé la chrysalide, le parasite s’immobilisait, et Poeuf 
était pondu. 

Or, j’ai observé exactement le méme comportement anormal chez 
la femelle d’Itoplectis maculator ¥. n° 118 élevée au laboratoire dans 
une nymphe de Tenebrio. Cette femelle avait séjourné deux mois au 
réfrigérateur, 4 4°C., avant de pondre, mais elle n’avait subi aucune 
mutilation; elle était cependant incapable de pondre directement 
dans son héte, et s’épuisait A piquer en vain dans les replis périphe- 
riques du papier. Ses ceufs, distribués dans des Ephestia groupées 
alternant avec des chrysalides isolées, produisirent des descendants 
dont les sexes étaient répartis de facon apparemment anarchique, 
sans relation avec le groupement des hdétes ou leur isolement. Je n’ai 
pas pu établir si la femelle n° 118 avait des antennes anormalement 
constituées. 

Inversement, la femelle de P. turionellae L. (= examinator F.) 
n° 199, qui avait subi l’ablation des antennes a la hauteur des 8° et 
10¢ articles du funicule, présenta le comportement inhabituel qui vient 
d’étre décrit, mais ses descendants se trouverent répartis de fagon 
apparemment normale (tableau 8, comparer avec le tableau 7). Apres 
Vablation des antennes, la femelle n° 199 pondit une majorité d’ceufs 
males dans des nymphes isolées, deux ceufs femelles dans des nymphes 
groupées, puis présenta une deuxieme période durant laquelle elle 
pondit des ceufs fécondés dans n’importe quel héte. 

Les antennes de cette femelle avaient-elles été coupées « trop 
loin » au-dessus du scape? 

Le seul résultat certain acquis jusqu’ici, est qu’une femelle de 
Pimplinae privée de la majeure partie de ses antennes, se trouve 
affectée d’un étrange « déséquilibre » et n’est plus capable de déter- 
miner avec précision l’emplacement de son héte. 

Qu’arriverait-il si nous procédions maintenant a une ablation 
plus compléte des antennes, en épargnant seulement quelques articles 
du funicule? Pour le savoir, je présentai A la femelle d’J. t. europeator 
AUB. n° 208, des Ephestia groupées alternant avec des chrysalides 
semblables isolées, dans l’ordre 1, 1, 1, 1, 10, 1, 1, 1, 11... Vingt jours 
aprés le début de la ponte, je coupai les deux antennes de la femelle 
n° 208 a lextrémité du 4¢ article du funicule. 

La répartition des sexes fut trés intéressante chez les descendants 
de cette femelle, mais aussi trés difficile A interpréter (tableau 16) : 
au début de la ponte, ses antennes étant encore intactes, la femelle 
n° 208 (qui s était accouplée avec deux miles) produisit durant la 
premiere semaine presque exclusivement des descendants femelles 
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Ponte de l’Itoplectis europeator auB. n° 208 (obtenue le 5 I d’Ephestia 
accouplée & 2 $) dans des chrysalides d’Ephestia isolées (1) ou entas- 
sées (10). Le 20 janvier, aprés la ponte n° 21, j’ai coupé les deux antennes 

de la 2 n° 208 a l’extrémité du 4¢ article du funicule. | 


: ‘ 2° géné- 2° géné- 
eae oes Hétes ration : Date de Numéro Hédtes ee : 
(1955) =e utilisés Brae aes ee go Ja utilisés sexe des 
° ponte parasites (1955) ponte ‘a parasites 
obtenus obtenus 
10 I 1 1 Q wie 1 J 1 i) 
10 I 2 1 21 aee 23 1 ees 
41.1 3 1 Naa 24 1 3 
41-1 4 1 Doe 25 1 3 
ga | 5 1 3 Whe i 26 1 Q 
12 I 6 10 a2 22) +1 27 1 3 
14 I 7 1 Q ie | 28 10 aS: 
14 I 8 1 Q 1d Ps fl 29 1 ant 
14 I 9 1 Q 24 I 30 1 3 
14 I 10 1 25 ot 31 1 Q 
15 I 11 1 25 Bae 1 3 
15 I 12 10 24s 20) 33 11 5 fo 
17 I 13 1 26-01 34 1 2 
it 14 1 Q 26 «I 35 1 3 
47 I 45 1 3 26) 1 36 1 3 
17 I 16 1 wine 2h at 37 1 larve morte 
18 I 17 1 rey sy AAG 38 1 fo) 
18, I 18 1 3 PA iil 39 10 5 2 
18 I 19 11 24g' 22 LE 40 1 Mo the 
20 I 20 1 3 4 TI 44 1 Stems 
20 I 21 1 3 4 II Mort. de la 9 n° 208 


dans les chrysalides d’Ephestia isolées (cf. chapitre 17). Toutefois, 
au bout d’une semaine, |’ « équilibre » fut rétabli, et la femelle répondit 
positivement au stimulus externe : du 17 au 20 janvier 1955, elle 
produisit en effet, 7 descendants males et 2 femelles, ces 2 femelles 
étant issues d’un paquet de 11 Ephestia. C’est & ce moment par hasard, 
que je procédai a l’ablation des antennes, qui furent sectionnées a 
lextrémité du 4° article du funicule. Malgré cette opération, la femelle 
n° 208 continua de pondre réguliérement le lendemain 21 janvier, tout 
en ayant beaucoup de peine a atteindre ses hétes du premier coup de 
tariere. 

Or, a partir du 21 janvier également, les descendants de cette 
femelle furent répartis de facon anarchique! La femelle aux antennes 
tronquées produisit 14 descendants males et seulement 4 femelles 
durant la semaine qui suivit l’opération. De plus, ces 4 femelles sor- 
tirent d’Ephestia isolées, alors que 7 males se développaient dans les 
deux paquets d’Ephestia groupées qui avaient été placés au milieu des 
chrysalides isolées. Le 28 janvier par contre, la femelle n° 208 pondit 
soudain dans une Ephestia isolée et dans un groupe de 10, des ceufs 
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fécondés qui donnérent 6 descendants femelles ! Puis le parasite cessa 
de pondre et mourut le 4 février. 

Tout se passa comme si la femelle n° 208 avait retenu, a partir 
du jour ow elle fut opérée, les spermatozoides emmagasinés dans son 
réceptacle. Durant une semaine que dura ce phénomene, les quelques 
ceufs fécondés qui furent pondus se trouverent déposés dans de petits 
hodtes isolés. Enfin, peu avant de mourir, la femelle utilisa soudain 
les spermatozoides qu’elle avait conservés, et féconda brusquement 
tous ses derniers ceufs. 

Peut-on expliquer autrement que par l’ablation des antennes, la 
répartition anarchique des descendants.au cours de la semaine qui 
suivit l’opération? Durant cette semaine, l’insecte n’a pas présenté 
de deuxiéme période comme les femelles n° 85, 117, 199, etc. (cf. cha- 
pitres 17 et 21), et la répartition anarchique de ses descendants n’est 
comparable & aucun des phénomenes décrits jusqu’ici. 


Faut-il supposer que les spermatozoides ont été retenus durant 
la période du 21 au 28 janvier parce que des sensations indispensables 
au déclenchement du processus de fécondation n’étaient plus pergues 
au niveau des antennes? Le choc opératoire pourrait-il étre cause de 
la distribution anarchique des spermatozoides durant la semaine qui 
suivit ’ablation des antennes? I] n’est malheureusement pas possible 


\ 


a Vheure actuelle de répondre a ces questions. 

En raison des difficultés techniques, je n’ai pas pu répéter l’expé- 
rience qui vient d’étre décrite, et j’en interpréte les résultats sous 
réserve. Seules de nouvelles expériences permettront de juger si les 
antennes interviennent (et de quelle maniere) dans la détermination 
du sexe de la descendance. 


27. Conclusions 


Les élevages de Pimplinae que j’ai entretenus au Laboratoire 
d’évolution m’ont permis de confirmer dans leur ensemble, et de 
compléter, les observations de CHzwyrreuv publiées en 1913 : les 
Pimplinae déposent de préférence des ceufs qui donneront des femelles 
dans les hétes de grande taille, et des ceufs males dans les petites chry- 
salides. Le déterminisme du sexe est done effectivement influencé par 
ce facteur ewterne. 


Toutefois, la taille de ’héte n’est que l'un des nombreux facteurs 
susceptibles de modifier la répartition des sexes chez les descendants. 
Nous savons en effet qu’une Pimpline pond aussi des ceufs femelles 
dans les petites chrysalides. Tel est généralement le cas des femelles 
capturées dans la nature. A partir d’un certain age d’autre part, ou 
tout au début de la ponte, ces parasites déposent parfois des ceufs 
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fécondés dans n’importe quel héte. Ces phénoménes relévent probable- 
ment de facteurs d’ordre interne. Il en est de méme des différences 
individuelles constatées entre les femelles qui produisent un pourcen- 
tage de descendants femelles beaucoup plus élevé que d’autres indi- 
vidus ayant pourtant pondu dans les mémes conditions. 


La résultante de ces facteurs combinés détermine la répartition 
des sexes chez les descendants. On congoit que cette répartition 
n’obéisse pas toujours A une régle stricte. 

De nombreuses expériences faites & l’aide d’hétes-piéges consti- 
tués de nymphes groupées alternant avec des nymphes semblables 
isolées, ont permis de dissocier et de mettre en évidence plusieurs de 
ces facteurs susceptibles de modifier la répartition des sexes chez les 
Pimplinae. 

Ces expériences, souvent délicates & exécuter et A interpréter, 
ont aussi démontré la complexité du probleme : si le groupement 
des hdtes favorise la fécondation de ses ceufs par le parasite, ce facteur 
ne déclenche cependant pas les mémes 1éflexes que le volume d’un 
héte normal de grande taille. En effet, non seulement des descendants 
femelles, mais aussi des males de Pimplinae sortent des nymphes 
groupées. Tout se passe comme si d’une part le volume des hétes 
groupés engage le parasite a féconder ses ceufs, en méme temps que 
d’autre part, un (ou plusieurs) facteur contraire l’empéche de pondre 
exclusivement des ceufs fécondés femelles dans les h6dtes-pieges. 


Les expériences exposées ci-dessus constituent également une 
tentative de disposer du sexe des Hyménopteres parasites. Si le déve- 
loppement de telles recherches nous permettait un jour de contréler 
plus efficacement le sexe des insectes en question, il est évident que 
certains aspects de la lutte biologique en seraient profondément 
modifiés : avant de les lacher dans la nature, il serait possible d’accroitre 
au laboratoire le pourcentage des femelles parasites qui, seules, jouent 
un role actif et direct dans la destruction des insectes nuisibles. Toute- 
fois, nous sommes encore loin actuellement de pouvoir exercer un 
tel controle sur le sexe des Hyménopteres : nous venons de voir que 
le sexe est influencé chez ces insectes par une série de facteurs externes 
et internes interférents, dont « la résultante détermine la répartition 
des sexes chez les descendants ». On congoit que la dissociation de ces 
facteurs et leur contréle, ne soient pas chose aisée. 

Ceci démontre bien la complexité d’un autre probleme, celui de 
savoir comment linsecte apprécie le « volume » de son héte : plusieurs 
observations m’ont permis d’étudier la valeur des hypotheses proposées 

ar divers auteurs pour expliquer ce phénomene connu également 
chez l’Abeille depuis plus d’un siécle. 

Par élimination, et par quelques expériences (si difficiles 4 réaliser 
que les résultats obtenus sont encore bien sommaires, il est vrai), 
jen suis arrivé 4 me demander si les appendices céphaliques des Pim- 
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plinae ne seraient pas le siege des perceptions permettant a ces para- 
sites de « mesurer » leurs hotes. 

Si tel est le cas, il se pourrait que chez tous les Hyménopteres, 
sociaux ou solitaires, endo- ou ectoparasites, prédateurs et paralyseurs, 
« disposant du sexe de leurs descendants », le méme mécanisme fonda- 
mental se retrouve en définitive. 

Parmi tous les phénomeénes décrits chez les Pimplinae ou passés 
en revue chez les autres Hyménopteres, je n’en connais point qui 
permette de rejeter la théorie de Dz1ERzoN sur le déterminisme du sexe. 
DzirERzoN ne prétendait pas avoir tout expliqué, et sa théorie doit 
étre complétée. Elle n’est peut-étre pas valable dans tous les cas, 
mais elle ne doit pas pour autant étre rejetée. Les Ichneumonidae 
Pimplinae paraissent précisément devoir étre rangées parmi les Hymé- 
nopteres chez lesquels la théorie de DzIERzON joue un role important. 

En 1909, CurENotT étudia la descendance d’une reine d’Abeille 
de race sélectionnée qu’il avait accouplée 4 un male d’une autre race. 
Il obtint quelque 300 individus males identiques a la reine. Deux 
seulement, dont il ne put expliquer l’origine, présentaient contre 
toute attente, des caracteres paternels. Et CuENoT (en 1909!) conclut 
son travail en ces termes : Somme toute, le résultat que jai obtenu, 
bien que passible de critique, confirme la théorie de DzreRzoN. 

Telle sera également ma conclusion en ce qui concerne les Ichneu- 
monidae Pimplinae. 
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RESUME 


PREMIERE PARTIE 


_ 1. Toutes les Pimplinae appartenant a 10 espéces, que j’ai étudiées au Laboratoire 
d’Evolution, ont vécu dans des tubes ou elles peuvent se nourrir, s’accoupler et se 
reproduire. Ces parasites ont été élevés principalement aux dépens de chrysalides 
d’Ephestia kiihniella z. et de nymphes de Tenebrio molitor v. 

2. Dans la nature, on observe au printemps, une protandrie trés nette chez les 
Pimplines. Par contre en automne, les males disparaissent avant les femelles. D’un 
endroit a l'autre ou d’une année a l'autre, la fréquence de chaque espéce est sujette a 
des variations trés importantes. 


3. Les Pimplinae ont une résistance au froid qui permet de conserver les femelles 
vivantes plusieurs mois au réfrigérateur avant de les faire pondre. Adultes et larves 
matures peuvent hiberner a la température naturelle. Les nymphes de Tenebrio, 
d’Ephestia, ete. destinées A étre parasitées, ont également été conservées au froid. 


4. En automne, les Pimplinae entrent en diapause; elles cessent alors de pondre 


et de se nourrir aux dépens de leurs hétes. Introduites au laboratoire, A température 
élevée, elles ne pondent pas et se nourrissent exclusivement de miel. Leur abdomen 
s’emplit de réserves de graisse. Je n'ai pas réussi 4 rompre artificiellement la diapause, 
mais on peut l’éviter en maintenant les élevages A température élevée toute l’année. 


3. Les femelles de Pimplinae se nourrissent pendant la belle saison, du contenu 
de leurs hotes, méme aprés avoir pondu a l’intérieur. Elles sont friandes de miel ainsi 
que les males. 


6. La longévité a la température ordinaire peut dépasser 4 mois chez les femelles 
de P. turionellae t., 3 mois chez celles d’/toplectis rorst. Les males vivent moins long- 
temps. La longévité dépend de nombreux facteurs, notamment de la nourriture absorbée 
a |’état larvaire. Des femelles adultes conservées au réfrigérateur peuvent survivre 
jusqu’a deux ans. 

7. Les espéces étudiées s’attaquent aux nymphes et aux chrysalides de nombreuses 
espéces appartenant a divers ordres d’insectes. On constate néanmoins une certaine 
spécificité chez ces parasites. Les nymphes de Tenebrio par exemple, si favorables au 
développement de P. turionellae t., le sont moins pour les Itoplectis rérsr. et encore 
moins pour Apechthis resinator THNBG. 


8. La taille de ces parasites varie suivant celle de l’héte; j’ai observé des femelles 
de P. turionellae Lt. mesurant de 3 a 15 mm. 


9. L’accouplement consiste en une succession d’actes-réflexes chez le male, qui 
contourne l’abdomen de la femelle méme lorsqu’elle est exceptionnellement couchée 
sur le dos. Dans la nature, les males découvrent les femelles alors qu’elles sont encore 
enfermées dans les chrysalides, et ils se groupent pour les féconder dés leur éclosion. 
J’ai observé des accouplements multiples chez toutes les espéces étudiées. Les males 
d’élevages anciens sont souvent « paralysés » par le contact d’une femelle éveillée. De 
leur cété, les femelles refusent souvent l’accouplement, ou donnent seulement des 
descendants males, bien qu’elles se soient accouplées. Quand elles n’ont pas été fécondées, 
elles se reproduisent par parthenogenese arrhénotoque. 


10. L’émission de l’ceuf ne dépend pas d’une sensation de vide et de plein comme 
la prétendu Prcarp, mais de sensations d’ordre chimique au niveau de la tariere. 


11. Des dissections de femelles ont révélé que les glandes acide et alcaline sont 
situées respectivement, soit dans le flane gauche, soit dans le flane droit de l’insecte. 
D'autre part, les divers éléments de la tariére (le gorgeret aussi bien que les stylets) 
sont criblés de chimiorécepteurs. Enfin, le réceptacle séminal est pourvu d’une muscu- 
lature trés complexe qui lui permet de fonctionner comme la « pompe a sperme » des 


Abeilles. 


178 J.-F. AUBERT 
SECONDE PARTIE 


12. Le sexe des Hyménoptéres est déterminé génétiquement suivant le mécanisme 
de l'haplo-diploidie. Wuirtnc a précisé que le sexe résulterait de l’interaction de cer- 
s genes. ; 
ge 13. Dans le chapitre 13, jai énuméré quelques facteurs susceptibles de modifier 

la répartition des sexes chez les Hyménopteres parasites. 

14, J’ai révisé tous les travaux concernant la théorie de Dz1eRzon (ou « le sexe 
a la disposition de la mére »). Pour étre valable, la théorie de Dz1ERzon doit étre en 
accord avec le comportement de la femelle, son anatomie et ]’aspect des chromosomes 
dans les deux sexes. Parmi les nombreux travaux concernant le déterminisme du sexe 
chez l’Abeille, je n’en connais point de sérieux qui permette de rejeter la théorie de 
Dzrerzon. Cette théorie doit cependant étre complétée. Les mémes conclusions sont 
valables pour les Osmies, les Anthidies, les Sphégides, les Tiphiides, ete. Chez les 
Pimplinae également, les observations de Cuewyrevy sont beaucoup plus judicieuses 
que celles de Sryric qui rejette cette théorie. 

15. Observations personnelles: dans la nature, il est difficile Wapprécier la pro- 
portion des sexes chez les Ichneumonides a cause de la protandrie, du comportement 
nocturne de certaines femelles, ete. 

16. Les élevages poursuivis au laboratoire se heurtent 4 de nombreuses difficultés 
(mortalité prématurée, accouplements sans fécondation, hdétes réfractaires, etc.) ; 
ils ont cependant permis d’obtenir les résultats suivants 

17. Dans les hotes de grande taille, les Pimplines pondent en majorité ou exclu- 
sivement des ceufs fécondés comme Cuewyrevy l'avait déja observé. Les petits hétes 
par contre, produisent des parasites en majorité males; toutefois, lorsqu’une Pimpline 
pond presque exclusivement dans de petits hotes, elle passe généralement par une 
période « deuxiéme période » durant laquelle elle pond des ceuls fécondés méme dans 
les petits hotes. Durant une derniére période « troisiéme période », elle ne pond plus 
que des ceufs males avant de mourir. Des facteurs d’ordre interne s’ajoutent aux fac- 
teurs externes (taille de l’héte, etc.) qui jouent un role dans le déterminisme du sexe. 
Au laboratoire les Pimplines qui viennent d’étre capturées dans la nature, produisent 
un nombre élevé de descendants femelles. 

18. Lorsqu’une Pimpline pond alternativement dans de grands et de petits hétes 
(méme espéce ou espéce différente), des descendants femelles sortent en majorité des 
grandes chrysalides, et des males se développent dans les petites. 

19. Les Itoplectis rOrst. pondent de préférence des ceufs femelles dans les chrysa- 
lides d’Euproctis, mais des ceuls males et femelles dans des Tenebrio ayant approxima- 
tivement la méme taille. 

20. Lorsqu’une P. turionellae L. pond alternativement dans des nymphes groupées 
dans un méme papier, et dans des nymphes isolées, les descendants femelles sont 
localisés de préférence dans les nymphes groupées. 

21. On obtient des résultats analogues, avec parfois apparition d’une « deuxiéme » 
et d’une © troisiéme’ période » (cf. n° 17), lorsqu’on multiplie le nombre de nymphes 
isolées présentées entre les nymphes groupées (6, 1, 1, 1, 6, 1, 4, 4...). 

22. Le sexe ratio des descendants augmente brusquement lorsqu’on présente 
des séries de nymphes groupées a une Pimpline qui pondait préeédemment dans des 
nymphes isolées. 

23. Ni le taux de ponte, ni la mortalité différentielle ne peuvent expliquer pareils 
phénoménes. 

24, Lorsqu’une femelle d’/toplectis rénsv. pond dans 6 Ephestia entassées alter- 
nant avec 6 Kphestia alignées, ses descendants femelles sont parfois localisés dans les 
Kphestia entassées. 

_ 29. Les résultats de quelques expériences accessoires sont exposés dans le cha- 
pitre 25, 

26. On peut se demander si la femelle de Pimpline ne « mesure » pas son héte 
avec ses antennes ; j'ai coupé les antennes d'une femelle d’/toplectis rérsv. a Vextré- 
mité du quatriéme article du funicule; dés ce moment, la répartition des ceufs males 
et femelles devint anarchique. Toutelois, cette expérience encore incompléte devrait 
étre renouvelée et ses résultats confirmés. 


_ 27. De toutes mes expériences, je conclurai avee Cukor, que le résultat obtenu, 
bien que passible de critique, confirme la théorie de Dz1ERzon. 


BIOLOGIE DE QUELQUES Ichneumonidae Pimplinae 179 
SUMMARY 


Parr [| 


1. All the Pimplinae studied in the Laboratoire d’Evolution were reared in glass 
tubes where they were free to feed, copulate and reproduce. These parasites have 
been bred mainly from pupae of Ephestia kiihniella z. and from nymphs of Tenebrio 
molitor 1. 


2. In nature, a very clear protandry is observed in the Pimplines in spring. On 


the other hand, in autumn, the males die out before the females. The abundity of 
each species varies appreciably from place to place and from year to year. 

3. The Pimplinae have a capacity for cold resistance permitting of the conser 
vation of the living females for several months in the refrigerator before being allowed 
to oviposit. Adults and mature larvae hibernate at field temperature. The nymphs 
of Tenebrio, Ephestia, ete., meant to be parasitised, have equally been conserved in 
cold storage. 

4. In autumn, the Pimplinae enter into diapause; then they cease to oviposit 
and to feed on their hosts. Taken to the laboratory conditions of high temperature, 
they do not oviposit, and feed exclusively on honey. Their abdomen stores up a rich 
reserve of fat. It has not been possible to artificially interrupt the diapause, but dia- 
pause could be prevented by maintaining the rearings at high temperature all through 
the year. 

2. The females of the Pimplinae feed on the body fluids of their hosts during 
the favourable season, even after having oviposited in them. They, and their males 
as well, show a marked preference for honey. 


6. At a moderate temperature, longevity is over four months for the females of 
P. turionellae t., and three months for those of Jtoplectis rorst. The males have a shorter 
duration of life. Longevity depends on various factors, particularly on the food ingested 
during the larval stage. Some adult females conserved in cold storage lived up to two 
years. 

7. The species that have been studied parasitise nymphs and pupae of species 
belonging to the various insect orders. Nevertheless, a certain amount of specificity 
is seen in these parasites. For example, the nymphs of Tenebrio, so favourable to the 
development of P. turionellae u., are less so for Itoplectis r6rst., and much less so for 
Apechthis resinator THNBG. 


8. The size of these parasites vary according to that of the host; some females 
of P. turionellae L. measuring from 3 to 15 mm have been observed by me. 


9. Copulation consists of a succession of reflex-actions in the male which twists 
the abdomen of the female even when she is lying on her back. In nature, the males 
detect the females while the latter are still enclosed in their pupal cases; the males 
gather round these pupal cases to copulate with the hatching females. Multiple copu- 
lations have been observed in all the species studied. Males originating from rearings 
maintained for a long time are often « paralysed » by contact with active female. Under 
the same conditions, the female often refuse to be copulated, or give only male des- 
cendants even after copulation. Non fertilised female give male descendants only. 


10. Oviposition is not dependent on a sensation of emptiness or of repletion as 
suggested by Prcarp, but on chemical sensations received by the ovipositor. P. turio- 
nellae v. is capable of laying, on the maximum, about 250 eggs, and Itoplectis rérsr., 
over 100 eggs. 

11. Dissections of females have revealed that the acid and alealine glands are 
situated respectively, either on the left side, or on the right side of the insect. The 
various components of the ovipositor (the dorsal and ventral valves) are amply. pro- 
vided with chemoreceptor organs. The canal of the spermatheca is provided with a 
very complex musculature, which, as in the Bees, permits of the functioning of the 
spermatheca like a « sperm pump ». 
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Part II 


42. In the Hymenoptera, sex is determined genetically according to the mechanism 
of haplo-diploidy. Wurruine has specified that sex would be the result of the interaction 
of certain genes. 


13. In chapter 13 have been enumerated some factors capable of modifying the 
determination of sex in the parasitic Hymenoptera. 


4%. All the works in connection with the theory of Dzrerzon (or « the sex at the 
disposal of the mother ») have been re-examined. In order to become valid, the theory 
of Dzrerzon must take into account the behaviour of the female, its anatomy and the 
nature of the chromosomes in the two sexes. Among the numerous works dealing with 
the sex-determination in the Bee, I know of no serious one which would permit of 
disproving the theory of Dzrerzon. This theory has still to be completed. The same 
conclusions hold good for the Apidae Osmia Larr. and Anthidium Fr. the Sphegidae, 
the Tiphiidae, etc. For the Pimplinae, the observations of CuEwyrReEvy are much more 
judicious than those of Seyric who rejects this theory. 


415. Personal observations : in nature, it is difficult to estimate the sex-ratio of the 
Ichneumonids due to the protandry, the nocturnal habits of some of the females, etc. 


16. Many difficulties (premature mortality, copulation without fecondation, host 
obstinacy, etc.) are encountered in rearings undertaken in the laboratory; however, 
the following results were obtained : 


17. In hosts of large size, the Pimplinae lay, mainly or exclusively, fertilized eggs 
as had been already observed by Curwyreuv. The small hosts, on the other hand, 
produce parasites mainly of the male sex; however, when a Pimpline oviposits exclu- 
sively in small hosts, it generally goes through a period « second period » during 
which it lays some fertilized eggs even in these small hosts. In the course of a last 
period « third period », it lays only male-forming eggs before death. Some internal 
factors, in addition to the external factors (size of host, etc.) play a role in sex-deter- 
mination. In the laboratory, the Pimplines which have been freshly collected in nature, 
produce a greater number of female descendants. 


18. When a Pimpline oviposits alternately in large and in small hosts (of the same 
or of different species), female descendants are produced by the majority of the large 
pupae, and some males develop in the smaller ones. 


19. Itoplectis rorst. lays, by preference, female-producing eggs in the pupae of 
Euproctis, but male-producing and female-producing eggs in the nymphs of Tenebrio 
having approximately the same size. 


20. When a P. turionellae L. oviposits alternately in nymphs grouped inside a 


paper covering, alternating with isolated nymphs, the female descendants usually 
come out of the grouped nymphs. 


21. Analogous results are obtained, with occasional appearance of a « second » 


and of a « third period » (cf. no. 17), when we increase the number of isolated nymphs 
introduced between the grouped nymphs (6, 1, 1, 1, 6, 1, 1, 1, 14,...) ‘ 


22. The sex-ratio of the descendants increases abruptly when a series of grouped 
nymphs are offered to a Pimpline which had been ovipositing in isolated nymphs. 


23. Neither the rate of egg-laying nor the differential mortality can explain such 
phenomena. 

24. When a female of /toplectis rénsr. oviposits in 6 Ephestia packed together, 
alternating with 6 Ephestia arranged end to end, the female descendants are occasionally 
localised in the Ephestia packed together. : 

25. The results of some additional experiments are given in chapter 25. 


_ 26. It may be asked if the female Pimpline does not « measure » the host by means 
of its antennae : I have amputed the antennae of a female of Itoplectis rérsr. at the 
extremity of the fourth segment of the funicle; from this time onwards, the distribution 
of male and female-forming eggs became disorderly. However, this experiment still 
incomplete, should be repeated and the results confirmed, 


Ba From my experiments, I will conclude, in agreement with Cufénor, that 
the results obtained, although open to criticism, confirm the theory of Dz1eRrzon. 
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INFORMATIONS CONCERNANT LA C.LL.B. 


MISSION A.S. BALACHOWSKY EN INDE ET LIBAN 


(janvier-février 1959) 


Au cours de son récent séjour en Inde ot il a représenté I’Institut 
de France et l’institut Pasteur aux cérémonies jubilaires du « Haffkine 
Institute » de Bombay et au « Indian Congress of Science » & New Delhi, 
notre président A.S. BaLtacnowsky a donné deux conférences sur 
Les Progrés récents accomplis dans la lutte biologique en Europe occi- 
dentale et dans le bassin méditerranéen. 

La premiére conférence eut lieu 4 Bombay (Haffkine Institute) 
le 14 janvier 1959, la deuxieme & New Delhi le 27 janvier 1959 sous 
les auspices de |’ « Indian Entomological Society » dans le cadre du 
« Puna Research Institute », 

Le 4 février 1959, une conférence sur le méme sujet a été faite 
a Vuniversité américaine de Beyrouth (Liban) en plein accord avec 
la mission agronomique libano-frangaise. 

L’ensemble de ces conférences qui furent suivies de discussions 
a eu pour but d’attirer Vattention des milieux scientifiques de la 
République indienne et libanaise, sur les recherches et les travaux 
accomplis ces dernieres années par les groupes de travail de la C.1.L.B. 
dans les différentes disciplines de la lutte biologique notamment sur 
les bactérioses et viroses d’insectes. 

De nombreuses précisions ont été demandées au conférencier 
sur l’organisation méme et le fonctionnement de la C.I.L.B. avec 


laquelle nos collégues indiens et libanais souhaitent vivement colla- 
borer dans l’avenir. 


MEMOIRES ORIGINAUX 


RECHERCHES SUR L’ACTION DES CRISTAUX DE BACILLUS 
THURINGIENSIS sertiner SOUCHE « ANDUZE » 


PAR 


A. BonneEFor et Mme S. B&tcuin 


Depuis que, dans différents pays, on a intensifié les recherches 
sur lutilisation des bactéries dans la lutte contre les insectes, ce sont 
surtout des germes du genre Bacillus qui ont été employés, sous la 
forme de poudre ou de suspensions de spores (il a été, en effet, unanime- 
ment constaté que les cultures jeunes, non sporulées sont inoffensives 
pour les larves des insectes traités). Mais, parmi ces bactéries du 
groupe Bacillus, seules quelques espéces semblent pathogénes, les 
Bacillus subtilis, les Bacillus megatherium n’ont pas — pas encore, 
du moins — été signalés comme virulents ou toxiques pour quelque 
insecte que ce soit. Par contre des épizooties, spontanées ou provoquées, 
dues 4 des B. cereus, ou des B. thuringiensis ont été constatées fré- 
quemment. Ce n’est pas ici le moment de discuter si les B. cereus 
pathogeénes sont, en réalité, des B. thuringiensis; cette discussion de 
systématique bactérienne a d’ailleurs déja eu lieu ailleurs, et il ne nous 
appartient pas de trancher le débat. 


Il nous semble que l’on peut néanmoins affirmer, qu’en général 
les B. thuringiensis, et les B. cereus les plus pathogeénes pour les insectes, 
ont un caractére commun : la production, au moment de la sporulation, 
d’un cristal de forme rhomboédrique qui apparait dans le corps bac- 
térien, 4 cdté de la spore, presque aussi réfringent que celle-ci, et est 
libéré, comme la spore, aprés lyse des germes. L’étude physicochi- 
mique détaillée en a été faite en 1954-1955 par Hannay & Firz- 
James (1954-1958), sur les cristaux élaborés par B. thuringiensis 
BERLINER. I] s’agit d’une protéine, soluble dans les solutions alcalines 
de pH 12,5 environ. 

Ainsi, lorsque l’on traite des chenilles, en pulvérisant sur les 
feuillages alimentaires, les poudres ou suspensions de spores, les 
larves meurent, aprés avoir ingéré deux éléments différents : la spore, 


et le cristal. 


On s’est alors naturellement demandé lequel de ces deux éléments 
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était responsable de l’action des préparations. Le probléme est impor- 
tant 4 deux points de vue : 

— D’une part au point de vue théorique; 

— D’autre part au point de vue pratique pour titrer et mesurer, 
si c’est possible, le degré d’activité de préparations différentes. 


Si le pouvoir pathogéne est lié a l’action des spores, il sera pro- 
bablement en rapport avec le nombre de spores présentes, et il suffira 
de compter les spores, ce qui, d’ailleurs, n’est pas trés aisé. Si, au 
contraire, il s’agit d’une toxicité liée au cristal, il faudra plutot s’orien- 
ter vers un dosage de ces cristaux. 

Dés 1915, Aoxr & CnrcGaAsakrI (1915) signalent que laction 
léthale de B. cereus, var. sotto est due plutét a l’action d’une substance 
toxique élaborée pendant la croissance. 

Hannay en 1953, remarque que la majorité des souches qui sont 
pathogénes pour les insectes forment un cristal, et celles qui ne le 
sont pas en sont dépourvues. Aprés une ébauche de séparation des 
spores et des cristaux de_B. cereus var. sotto par une dissolution de 
ceux-ci dans l’aleali dilué suivie de centrifugation, ANGus (1954) 
constate que seul le surnageant, pourtant tres peu riche en spores, 
reste actif, et provoque la paralysie des larves, tandis que le culot, 
composé en majorité de spores, est inactif. Trois ans plus tard, il 
prépare (ANGus, 1956 a, b, c), la toxine de B. sotto & partir d’une sus- 
pension enrichie en cristaux qu’il soumet a des cycles répétés de dis- 
solution en milieu alcalin, suivie de dialyse et précipitation en milieu 
acide, jusqu’a obtention d’une poudre blanche qui, tant au point de 
vue composition en acides aminés, comportement électrophorétique, 
spectre d’absorption de V?U.V. que toxicité vis-a-vis des insectes, 
ne differe pas des suspensions pures de cristaux étudiés par HANNAY 
& Firz-James (1954-1955), ce qui améne Ancus a conclure que 
the paralysis inducing principle is associated with or derived from the 
crystals. 

Sternnaus & JERREL (1954) testent 51 souches de Bacillus 
vis-a-vis de deux sortes de chenilles Colias philodice eurytheme BoIsD 
et Junonia coenia HBN , constatent que les 11 souches de B_ thurin- 
giensis, portant le cristal, ont été les plus actives, et attribuent alors 
un role déterminant au cristal dans l’action toxique des suspensions. 

Plus récemment O. I. ScuwErzova (1958) communique au congrés 
de Prague du mois d’aoit. dernier, les résultats de ses expériences. 
Elle a étudié l’action de différentes souches de Bacillus du groupe 
cereus et megatherium isolées de plus de 7 hétes différents, et a observé 
que les cultures sans inclusions cristallines ne sont pas pathogéenes pour 
les insectes. Elle a méme précisé & propos des différentes formes de 
ces inclusions : Seules les souches avec cristal rhomboédrique typique 
ont une action toxique optima. Par contre, GRison rapporte que la 
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souche la plus active trouvée par les chercheurs russes, isolée de 
Galleria, posséde des cristaux arrondis et non rhomboédriques. 

En Tchécoslovaquie, J. VaNKova (1958) cultive des B.-thurin- 
giensis, élaborant des cristaux, dans un but d’application pratique 
en plein champ. 

Face a cet ensemble d’observations qui tend & attribuer au cristal 
le principal réle dans l’action toxique des préparations sporulées de 
Bacillus, TouMANorF & HEIMPEL émettent un avis différent. 

TOUMANOFF (1954) affirme que certaines souches de B. cereus 
qui furent virulentes en 1950, sont dépourvues de cristal; il rapporte 
également (1955) que la souche de B. cereus var. Alesti, qui a perdu 
le cristal apres 25 4 30 repiquages successifs sur gélose &4 pH 9-9,5 
reste virulente pour les vers a soie. 

HEIMPEL et ses collaborateurs (1955), sans nier un certain rap- 
port entre la présence du cristal et la toxicité des souches, trouvent 
une autre explication a cette toxicité. Ils sont partis d’une hypothése 
préalable : ayant constaté, disent-ils que la plupart des bactéries patho- 
genes pour les vertébrés provoquent la maladie ou la mort par des moyens 
enzymatiques (hyaluronidases streptococciques ou clostridiennes, staphy- 
locoagulases, phospholipases) ou par des réactions biochimiques (toxines) 
nous avons fait Vhypothése que le mode d'action sur les insectes étatt 
du premier type. Et c’est sur cette base de recherches que les auteurs 
montrent la toxicité de la lécithinase produite par les souches de 
B. cereus dans le milieu de culture, le pH de l’intestin des larves qu’ils 
utilisent étant optima pour l’activité de cette lécithinase. Ils constatent 
que les germes qui ne produisent pas de lécithinase (subtilis, mega- 
therium) ne sont pas toxiques pour les insectes; la souche de B. cereus 
qui produit le plus de lécithinase est la plus active, celle qui en produit 
le moins, la moins active. D’ou leurs conclusions préalablement citées. 
Précisons qu’ HEImPEL a travaillé surtout avec des souches de B. cereus, 
n’élaborant pas de cristal et non avec B. thuringiensis. 

Donec actuellement, un avis unanime : c’est d’un pouvoir toxique 
des souches qu’il s’agit. Pour les uns il est lié a l’élaboration d’une 
toxine cristalline au moment de la sporulation; pour les autres il 
est di 4 une lécithinase soluble. 

Nous reviendrons tout 4 l’heure, dans la discussion, sur ces deux 
avis apparemment contradictoires. Nous voudrions, auparavant, 
rapporter quelques résultats expérimentaux obtenus d’une part avec 
des solutions de cristaux; d’autre part avec des suspensions de spores 
tantot débarrassées de leurs cristaux, tantdt stérilisées par les rayons 
ultra-violets qui laissent les cristaux intacts. 


PREPARATION DES SOLUTIONS DE CRISTAUX. 


C’est la technique d’ANGuUs qui a été suivie. 
La culture de trois jours, en erlenmayer agité, des germes de 
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B. thuringiensis souche Anduze, composée d’un mélange de spores 
et cristaux avec encore quelques germes sporulés et non sporulés est 
centrifugée pendant quinze minutes, dans une centrifugeuse Servall 
refroidic. Aprés lavage 4 l’eau physiologique, les culots de centrifu- 
gation sont remis en suspension dans une solution molaire de CINa, 
et agités pendant vingt-quatre heures, ce qui entraine une lyse de la 
totalité des bAtonnets, de la majorité des spores, tout en laissant 
les cristaux intacts. Le traitement A l’eau salée est répété trois fois. 
On obtient ainsi une masse composée en majorité de cristaux, mais 
souillée encore de spores intactes et de débris de spores. Ce mélange 
est alors mis en suspension dans de la soude & pH 12,5, agité vingt- 
quatre heures, centrifugé. Le surnageant est conservé a la glaciere, 
tandis que le culot est &4 nouveau repris par la soude, agité, centri- 
fugé. On procéde ainsi 4 trois traitements par la soude et on obtient 
trois extraits qui sont ramenés & pH 6,4-6,5 par dialyse contre de 
Peau distillée, puis 4 pH 7 par addition de soude. 

Un controle de stérilité ayant montré que les extraits contiennent 
encore quelques centaines.de spores par millilitre, ils sont filtrés sur 
bougie L3 et on obtient alors des solutions totalement dépourvues 
de spores, puisqu’un ensemencement de 0,2 ml d’extrait sur les milieux 
habituels ne donne aucune culture. 


TESTS DE TOXICITE ET RESULTATS. 


Les tests de toxicité sont effectués au laboratoire de La Miniére : 
BuRGERJON (1957) a publié dans la revue Entomophaga, tous les 
détails du mode opératoire. 


— Résultats. 


Pratiquement, 2 ml d’extrait, contenant 4 mg de protéine donnent 
le méme pourcentage de mortalité (90 %) que 10 mg de la poudre 
étalon. L’extrait obtenu, stérile, est done 2,5 fois plus actif que cette 


poudre étalon utilisée comme référence dans tous les essais, au labo- 
ratoire de La Minieére. 


PREPARATION DES SUSPENSIONS DE SPORES DEBARRASSEES DE 
CRISTAUX. 


Aprés les traitements 4 la soude, lors de la préparation des solu- 
tions de cristaux, le culot de centrifugation est repris par quelques 
millilitres d’eau physiologique. On obtient ainsi une suspension de 
spores qui ont résisté 4 l’action de la solution molaire de CINa et de 
la soude, et dont la viabilité est constatée par ensemencement sur 
milieu minéral peptoné gélosé. La suspension obtenue dans nos essais 
contenait 225 millions de spores par centimétre cube. 

— Résultats des tests de fficacité. 


La suspension de spores seules, A 225 millions de spores par 
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centimetre cube n’a eu aucune efficacité; alors que les expériences 
du passé ont prouvé qu’une suspension de spores et cristaux contenant 
140 a 150 millions de spores par centimétre cube donne 100% dé 
mortalité, 


EssAIs D’EFFICACITE DE POUDRES DE SPORES SOUMISES AUX 
RAYONS ULTRA-VIOLETS. 

1 g de poudre titrant 26 millions de spores par milligramme a 
été poudrée dans la tour de traitement sur 7 boites de Petri afin 
d’obtenir une couche mince sur une grande surface. Ces boites de 
Petri sont restées sans couvercle dix-huit heures, exposées aux rayons 
U.V. Cette poudre a été recueillie ensuite afin d’effectuer des tests 
d’efficacité et de déterminer le nombre de spores vivantes. 


Nombre de spores vivantes : 0. 
Les U.V. ont done stérilisé la poudre. 


— Résultats du test defficacité. 


On observe le méme pourcentage de mortalité (94 % et 96 %) 
avec les deux poudres : non traitée, ou traitée par les U.V., ceux-ci 
n’altérant pas les cristaux. 


En résumé, nous constatons done les faits suivants : 
— Une solution de cristaux, stérile, est toxique; 


— Un mélange de cristaux et de spores, ot les spores sont tuées mais 
ou les cristaux sont intacts, est toxique; 


— Une suspension de spores sans cristaux est inefficace. 


Ces résultats ne constituent pas un élément nouveau du pro- 
bléme. Is ne font que confirmer, en travaillant sur une souche d’origine 
différente (souche Anduze au lieu de souche sotto), les résultats d’ANGUs : 
vis-A-vis des espéces de chenilles testées, ce sont les cristaux qui sont 
toxiques. Dans les préparations de poudres ou de suspensions de spores, 
ce sont les cristaux qui sont responsables de l’action mortelle sur les 
chenilles. 


Discussion 


Ne pourrait-on, néanmoins, revenir sur les résultats d’HEIMPEL, 
et essayer de rapprocher ces deux opinions différentes sur l’origine 
de cette toxicité des suspensions de spores. 

Pratiquement, parmi les chercheurs qui ont travaillé cette ques- 
tion de toxicité des suspensions de spores, HEIMPEL est le seul qui ait 
cherché & approfondir l’action de souches de Bacillus cereus, dépour- 
vues de cristal, car il est le seul & les avoir trouvées plus actives que 
les B. thuringiensis pourvues du cristal quwil a également testées; 
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encore que, dans les premiers essais qu'il a effectués en 1952, le pour- 
centage de mortalité obtenu avec les B. thuringiensis soit de 36 %, 
celui obtenu avec la souche de cereus la plus active étant de 38 %... 
Mais cette divergence d’opinion ne vient-elle pas des différences de 
chenilles auxquelles les auteurs se sont adressés pour tester leurs preé- 
parations, et des différents modes d’action des deux germes sur les 
insectes? 

C’est précisément Hermpen (1958) qui a montré les différences 
de pH de l’intestin moyen des larves de Lépidoptéres et d’Hyménop- 
teres. Ce pH varie de 6,8 a 8,9 chez les Hyménopteres; il est beaucoup 
plus haut chez les Lépidopteres (de 8,9 a 10,4). L’effet optimum des 
lécithinases se produit pour des pH allant de 6,6 4 7,4, Elles pourront 
donc avoir une action sur les Hyménopteres parmi lesquels se classe 
Pristiphora erichsonii qu’a utilisé Hermpet dans les recherches de 
toxicité de ses préparations. 

Par contre, chez les Lépidopteres, le pH est trop haut, les léci- 
thinases ne peuvent agir (ce qui explique le role nul des cultures non 
sporulées de B. thuringiensis qui produisent, pourtant, des lécithi- 
nases); mais alors intervient le cristal formé au moment de la sporu- 
lation et toujours actif, méme 4 pH élevé puisque les solutions obtenues 
a des pH de l’ordre de 12 a 12.5 sont toxiques, ainsi que l’ont prouvé 
les expériences d’ANGUS en 1954 et celles, plus récentes, que nous 
venons de rapporter. 

Ceci n’est cependant qu’une hypothese car nous devons recon- 
naitre que, jusqu’a présent, si nous connaissons les symptoémes exté- 
rieurs, sur la chenille, par lesquels se traduit la toxicité des prépa- 
rations testées, nous ignorons totalement le mode d’action biologique 
du cristal-toxine; nous ne savons rien du processus biochimique qui, 
a Vintérieur de l’intestin — dont le pH semble jouer un role ou 
ailleurs dans le corps de la larve,-permet au cristal son action léthale. 
Et cette étude doit étre au programme de travail des années a venir. 


Conclusion 


Ne pourrait-on, néanmoins, conclure actuellement, ainsi : les 
souches de Bacillus élaborant une protéine cristalline au moment de 
la sporulation sont toxiques par leur cristal, et sont actives principale- 


ment sur des chenilles dont le pH de l’intestin moyen est supérieur 
a 9, comme les Lépidoptéres. 


Les souches de Bacillus cereus, sans cristal, et néanmoins toxiques, 
doivent leur toxicité aux lécithinases élaborées par les germes; elles 


ne sont toxiques que pour des chenilles dont le pH de Vintestin est 
inférieur & 9, comme les Hyménoptéres. 
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SUMMARY 


The researchs of different authors on the conditions of the pathogenous 
effect of Bacillus thuringiensis are rewied with special reference to the toxicity 
of the crystal bodies which appear during the sporulation. 

Pure extracts of crystal obtained by the ANcus method were tested by 
the technic of BuRGERJON. Pure crystals are 2,5 times more active than the 
standard preparation of B. thuringiensis. Spores from which the crystals are 
removed have no toxicity. 


The works of Hermpe. are discussed at the light of this study : to-day it 
appears that the toxemy is caused by the crystalline protein in the caterpillars 
with intestinal pH>9; other toxical possibility of the germ may appear by 
influence of others conditions. 
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TITRAGE ET DEFINITION D’UNE UNITE BIOLOGIQUE 
POUR LES PREPARATIONS 
DE BACILLUS THURINGIENSIS Ber.iner 


PAR 


A. BURGERJON 


Les préparations a base de spores de Bacillus thuringiensis 
BERLINER doivent étre « titrées » en matiére active comme toute autre 
préparation insecticide en vue de pouvoir déterminer les doses d’emploi 
dans la pratique agricole (BURGERJON & GrISON, 1959; MaRTOURET, 
1959). 

Le titrage bactériologique et le titrage chimique ayant présenté 
des difficultés, le Service des fermentations de l’institut Pasteur et 
le Laboratoire de lutte biologique de l’I.N.R.A., 4 La Miniére ont eu 
recours au titrage biologique. 

Une méthode a été mise au point apres trois années de recherches 
et en raison de sa fidélité et de sa normalisation, elle est appliquée 
maintenant au titrage de tous les échantillons prélevés dans les dif- 
férentes productions de l’institut Pasteur. Cette méthode a été briéve- 
ment rapportée antérieurement (BONNEFOI, BURGERJON & GRISON, 
1959), nous en donnons ici une description détaillée. 

A la réception d’un échantillon d’une fabrication, nous choisis- 
sons deux ou trois concentrations égales 4 deux ou trois concentrations 
d’une préparation étalon; chacune d’elles est préparée pour une prise 
d’essai de 10 ce de suspension qui est dispersée dans la tour de pul- 
vérisation sur deux fragments de feuilles de chou découpées d’apreés 
un gabarit standard de 7,5 sur 12,5 cm. Le résidu recu et retenu sur 
les fragments de chou est, dans ces conditions, de 3,27 mg/cm? (Bur- 
GERJON, 1956). Vingt-cing chenilles de Pieris brassicae en L3 pré- 
mue (*) sont ensuite placées sur chaque fragment de chou dont la 
surface traitée est tournée vers le couvercle des boites d’essai. 


(*) Il a déja été démontré (BurGERJoN, 1957) que Vutilisation d’un stade déter- 
miné des chenilles de Pieris brassicae ne fournit pas des lots suffisamment homogénes 
pour effectuer les tests, car il est difficile d’avoir des chenilles de méme age a l’intérieur 
d’un stade déterminé. On pallie & cet inconvénient en utilisant les chenilles en prémue; 
cet état est facilement reconnaissable dans le cas de Pieris brassicae. De cette fagon 
tous les individus commencent 4 absorber de la nourriture infectée aussit6t aprés leur 
mue et ils sont susceptibles de subir |’effet toxique d’un premier repas dans des condi- 
tions rigoureusement identiques. 
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Il y a done deux lots de 25 chenilles L4 venant de muer en expé- 
rience par concentration. Les lots sont ensuite introduits dans les 
chambres climatisées & une température de 25 °C et a 75 % d’hygro- 
métrie relative. 

Toutes les 48 heures, un examen de controle est effectué, qui 
consiste & dénombrer la mortalité et & changer la nourriture. Au 
premier contréle, les feuilles traitées sont remplacées par des feuilles 
non traitées et le découpage préalable des feuilles n’a plus lieu. Lors 
de ce premier dénombrement la mortalité est généralement encore 
faible, tandis que la consommation est réduite fortement et propor- 
tionnellement & l’efficacité qui sera par la-suite évaluée en pourcentage 
de mortalité, 10 jours apres le traitement. 

Sans attendre ce délai, nous pouvons effectuer alors, en utilisant 
la méme technique, le test définitif avec 5 concentrations d’aprés 
Vappréciation de la consommation, et en choisissant ces concen- 
trations de sorte que les pourcentages de mortalité se situent entre 
201.9%; et) 95:° environ: 

Il est & noter que seule la mortalité des L4 est utilisée afin d’obte- 
nir les pourcentages de mortalité finale. En effet, au cours de nombreux 
tests nous avons constaté que les chenilles arrivées au 5® stade repré- 
sentent pratiquement le nombre des larves survivantes car les quelques 
individus susceptibles de mourir au 5° stade ne modifient jamais le 
sens de la courbe de mortalité. 

En d’autres termes, on évalue sur le 4° stade larvaire les consé- 
quences de l’intoxication provoquée par une nourriture infectante 
offerte & des chenilles L3 prémue pendant les premieres 48 heures 
seulement. Ce délai de 48 heures n’est pas choisi au hasard, mais il 
correspond sensiblement 4 la durée de passage de L3 prémue en L4 
prémue des chenilles du lot témoin a la température de + 25 °C. 

La DL 50 du test définitif effectué en 5 concentrations est cal- 
culée par la méthode classique, ¢’est-a-dire, en transformant la courbe 
de mortalité finale en une droite par utilisation de l’échelle de mor- 
talité en valeur « probit », et en notant les concentrations sur une 
échelle logarithmique (voir figure). Le résultat du test préliminaire 
peut étre comparé et fournit done des informations complémentaires. 

Le titrage biologique ‘que nous proposons ici est formulé en 
« Unités biologiques » dont la valeur constante est établie grace 4 la 
comparaison de la mortalité obtenue par les deux préparations (échan- 
tillon 4 tester et étalon) et A la suite d’une correction basée sur une 
courbe de mortalité « standard » de l’étalon (*). 


(*) Le principe est identique & la formule du « Toxicity Index » de Yun-Per 
Sun (1950), avec cette différence que cet auteur fixe arbitrairement le « Toxicity Index » 
de l’étalon standard & 100, tandis que notre courbe de mortalité standard de l’étalon 
a été définie expérimentalement au début des tests de titrage. 
_ Le facteur y’ est done comparable a la constante 100 du « Toxicity Index », 
mais il représente la DL 50 établie sur des chenilles en trés bon état physiologique. 
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; Supposons que w soit le nombre de milligrammes de 1’échantillon 
mis en suspension dans 10 cc d’eau donnant la DL 50; y le nombre 
de milligrammes de I’étalon donnant la DL 50 dans le méme test 
et y’ le nombre de milligrammes de I’étalon donnant la DL 50 de 
la courbe « standard ». Cette derniére ne varie pas et y’ est done constant, 
tant que l’on ne change pas la préparation étalon. 

Si lon admet que le rapport inverse A celui donnant la dilution 
avec laquelle la DL 50 a été obtenue exprime un « titre brut » ou 


tk: ; iY 10 000 
approximatif de lefficacité de la préparation, soit : ——— (le divi- 
x 


dende représentant les 10 000 mg ou 10 ce d’eau utilisés ici), on expri- 
10000 


mera le « titre net » ou corrigé par la relation suivante : ele) 


dont le quotient représente le nombre d’unités biologiques par milli- 
gramme de la préparation. 
Soit une préparation-étalon donnant une DL 50 pour une dilution 

de 20 mg pour 10 ce (y’) et une DL 50 pour une dilution de 16 mg (y) 
au cours d’un essai dans lequel la préparation a titrer donne une 
DL 50 pour une dilution de 8,5 mg (a); le titre de cette préparation 
est de : 

10 000 

20 = 941 U.B./mg (voir figure). 
8,5 X 16 


La 


Le rapport e doit étre aussi étroit et constant que possible, 


car il interpréte a la fois identité de l’état physiologique des chenilles 
dans les différents tests et ’homogénéité de la préparation-étalon. 

Lorsque la préparation-étalon s’épuise, il suffit d’étalonner une 
nouvelle préparation par rapport a la précédente. On effectuerait 
également cette substitution dans le cas ot la préparation-étalon 
diminuerait de virulence. Les préparations actuelles n’ont pas perdu 
de leur virulence depuis deux ans, en sorte que nous n’envisageons 
pas encore le renouvellement de la préparation-étalon initiale. 

La signification de 1’U.B. ainsi établie est de portée limitée, car 
elle n’exprime que lefficacité towique immédiate des préparations 
actuelles ot l’on peut considérer que l’effet de toxémie prédomine 
sur l’effet de septicémie (BoNNEFoI & Mme Bécurn, 1959). La tech- 
nique qui permettra de titrer l’efficacité des préparations bactériennes 
& caractére septicémique sera de nature différente. On pourrait utiliser 
également le terme d’unité towicologique que nous laissons a l’appré- 
ciation des utilisateurs. ; 


(*) Cette relation est le rapport du titre brut expérimental de la préparation 
au rapport du titre brut expérimental de |’étalon sur le titre brut standard de Pétalon. 
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Il est utile de faire ici quelques remarques sur l’insecte test 
utilisé dans nos épreuves. Grison & SILVESTRE DE Sacy (1956) ont 
déja montré que Pieris brassicae L. est susceptible 4 d’autres maladies, 
qui peuvent provoquer une épizootie, catastrophique pour la bonne 
continuation de l’élevage. Quoique l’insectarium de notre Laboratoire 
ait pu assurer ces derniéres années |’élevage permanent de P. brassicae, 
‘nous avons parfois craint des épizooties non désirées ou un _affaiblis- 
sement pathologique des chenilles. Cet état sanitaire défectueux peut 
étre révélé dans les tests par la comparaison de y’ et y sans qu’il puisse 
étre mis en évidence par le témoin si celui-ci ne présente pas de mor- 
talité. 


99 
MORTALITE PROBIT 


95 


[so ———— vie 
; 30 


‘fF 10 ce. 
CONCENTRATIONS 


45 Mg 
a= 


O= ECHANTILLON 


X= ETALON 


5 eat bee STANDARD 


' Un examen pathologique révélait ensuite la présence d’une germe 
indésirable (granulose, nosémose...). Pour cette raison, notre insectarium 
s’efforce actuellement & standardiser Pélevage d’un deuxiéme insecte 
test susceptible de suppléer A une carence momentanée de Vélevage 
de P. brassicae. GRISON & SILVESTRE DE Sacy (1954) ont déja pré- 
conisé l’élevage de Malacosoma neustria, comme insecte test de labo- 
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ratoire intéressant. Un premier test a été effectué le 14 décembre 1957 
sur de la ronce en utilisant 4 peu de détails prés la technique rapportée 
ci-avant. Le tableau suivant montre la progression régulitre de mor- 
talité, en fonction des concentrations utilisées. 


Préparation Anduze % de mortalité finale 
titrant a 500 U.B./mg (50 L3 par concentration) 


——— 


2,5 mg/10 em? eau 16 % 
28 % 
98 % 
12% 


100 % 


Ce résultat, ainsi que les données rapportées antérieurement 
(GRISON & SILVESTRE DE SAcy, 1954) nous ont incités A choisir 
Malacosoma neustria, comme insecte test suppléant. 

En ce qui concerne la signification biométrique des rapports 
de DL 50, nous n’avons pas perdu de vue qu’un calcul statistique 
suivant les méthodes classiques de probit est nécessaire afin de cal- 
culer exactement les DL 50, ainsi que de connaitre la déviation stan- 
dard du résultat définitif. Notre formule simplifi¢ée n’a pas de pré- 
tention statistique et aussi les droites tracées ne tiennent pas compte 
de la plus grande valeur des points de mortalité se situant pres de 
la DL 50. Nous estimons cependant que dans la pratique des titrages 
biologiques s’imposait l’utilisation d’une formule extrémement simple 
afin d’étre en mesure de faire connaitre rapidement le résultat aux 
intéressés, c’est-A-dire : aux services microbiologiques chargés des 
cultures de masse, aux laboratoires d’expérimentation appliquée, 
ainsi qu’aux utilisateurs praticiens. Or, les premiers cherchent surtout 
a savoir les différences nettes qui peuvent se présenter entre la viru- 
lence des divers échantillons issus des fermenteurs pour orienter leurs 
travaux de mise au point ou de marche normale; l’homogénéisation 
des titres (se fait ultérieurement au moment du conditionnement). 

En ce qui concerne l|’expérimentation appliquée au laboratoire 
ou dans la nature (études des normes d’utilisation) et Dutilisation 
pratique éventuelle, trop de facteurs divers interviennent pour que 
lon ne puisse pas se satisfaire d’une évaluation approchée en U.B., 
qui correspond encore 4 un degré de précision appréciable dans |’état 
actuel des recherches sur les préparations bactériennes. Des difficultés 
et des évaluations du méme ordre se présentent en matieére d’insec- 
ticides chimiques, sans que l’on puisse cependant mettre en cause 
la valeur du titrage chimique (YUN-PeI-Sun, 1950). 

En conclusion, notre méthode permet d’exprimer rapidement 
le titrage des préparations et de fournir les données numériques indis- 
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pensables & un calcul statistique ultérieur si cela était Jugé oppor- 
tah (*): 
SUMMARY 


The caterpillars of Pieris brassicae L. are used as test-insects in order to 
appreciate the efficacy of Bacillus thuringiensis preparations. A biological unity 
is used as a value of expressing the toxicity of these preparations. It is defined 
as the ratio between the L D 50 of a standard preparation and that of the test 
sample. In order to avoid the variation that occurs when the caterpillars have 
not always the same physiological conditions, a correction is made by using an 
ideal constant mortality curve of the standard preparation. This curve has been 
established on caterpillars being in very good physiological conditions. 

A detailed description of the standardized technics in refering to previous 
publications and the definition of the Biological Unity is related. The used technics 
is quite simple and permit to appreciate the food consumption which is in inverse 
proportion to the used concentration. This character of the Bacillus thuringiensis 
preparations spares much time concerning the orientation tests, as the food 
diminution occurs immediately after the poisoning of the caterpillars and is 
sufficient to enable to choose the right concentration for the definitive test. The 
food diminution in the definitive test corroborate the final mortality curves. 

The practical use of Biological Unities in order to appreciate the virulence 
of Bacillus thuringiensis preparations is demonstrated as no other valid titration 
proved to be satisfactory. The B.U. only refer to the immediate toxicity effect, 
as no mass preparations with a pure septicemic nature are yet produced. 
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(I.N.R.A., Laboratoire de bioceenotique 
et de lutte biologique, La Miniere). 


ts (*) M. Arnoux, directeur du Laboratoire de Biométrie & l’'I.N.R.A. estime dés 
a present que «a priori, d’aprés examen des graphiques la précision des comparaisons 
a eflectuer parait bonne et en tout état de cause cette méthode permet d’appliquer 
les tests dans des conditions trés satisfaisantes ». I] nous donnera toute précision sta- 
tistique voulue dés qu’il sera en possession de l'ensemble de nos résultats numériques. 


SENSIBILITE DE DIFFERENTS LEPIDOPTERES A LA SOUCHE 
« ANDUZE » DE BACILLUS THURINGIENSIS BERLINER 


PAR 


A. BuURGERJON et P. Grison 


Pour les entomologistes il est intéressant de connaitre la sensi- 
bilité relative des différentes espéces de Lépidoptéres, vis-a-vis des 
préparations a base de Bacillus thuringiensis BERLINER, souche 
« Anduze ». Dans ce but, STEINHAUS a déja rassemblé une documen- 
tation importante dans un mémoire polycopié transmis aux spécia- 
listes en 1957. Notre intention est d’apporter un complément & cette 
liste. 

Pour tester la sensibilité d’une espéce, il aurait été désirable 
d’utiliser la technique décrite par BurcERJoN (*). Mais pour des 
raisons pratiques, nous nous sommes limités 4 des tests préliminaires 
effectués au laboratoire ou dans la nature, en évaluant approximative- 
ment comme STEINHAUS, le degré de sensibilité de chaque espece 
par un plus ou moins grand nombre de croix (voir tableau). Ces 
constatations n’ont done qu’une valeur indicative et provisoire. 

La liste comporte cing especes déja étudiées par d’autres auteurs. 
D’abord Pieris brassicae dont la grande sensibilité est reconnue par 
tous les auteurs, ainsi que les especes de la famille des Pieridae. 

Les deux especes d’Arctiides sont moyennement sensibles; or, 
d’apres WEISER, Hyphantria cunea est relativement peu sensible et 
d’apres VasiLJEvi¢, l’espece est tres sensible. Peut-étre s’agit-il de 
la nature des souches de Bacillus thuringiensis utilisées? Les Noctuelles 
terricoles ne sont pas sensibles aux préparations bactériennes utilisées 
par nous. En ce qui concerne les Lymantrides et les Géométrides de 
notre liste, le probleme est probablement plus complexe. En général, 
on s’accorde A leur reconnaitre une sensibilité moyenne; mais les 
pathologistes ont fréquemment attiré notre attention sur la présence 
de viroses latentes, en sorte que les applications de préparations 
bactériennes risquent de déclencher des maladies a enchainement 
caractérisées par VAGo et que PatLLor appelait déja des entités mor- 


(*) Voir l'article précédent, Entomophaga, 4 (3), 201-206. 
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bides. Cette constatation permet d’orienter les investigations modernes 
sur le contréle microbiologique de ces especes, par Vassociation des 
viroses et des bactérioses. Des essais dans cette voie sont en cours 
sur la Processionnaire du Pin. Le cas des chenilles mineuses endo- 
phytes (Pyrausta nubilalis, Earias insulana, Tortrix viridana) qui 
paraissent étre sensibles 4 des degrés divers pose d’abord un probleme 
d’éthologie. 


ESPECE FAMILLE SENSIBILITE 
Pieris brassicae tu. Pieridae +++ 
Spilosoma sp. Arctiidae + + 
Arctia caja 1. id. + + 
Agrotis ypsilon Noctuidae 0 
Mamestra brassicae wu. id. 0 
Earias insulana BoIsD. id. + 
Diloba coeruleocephala u. id. (*) 
Brachionyca sphinx HEN. id. +44 
Oria musculosa HB. id. 0 
Lymantria dispar u. Lymantridae + 
Euproctis phaeorrhea uw. id. + 
Thaumetopoea processionea L. Notodontidae +++ 
Thaumetopoea pityocampa SCHIFF. id. + + 
Himera pennaria u. Geometridae =e oor se 
Himera marginaria FAB. id. + + 
Hibernia defoliaria cu. id. +++ 
Phigalia pedaria FaB. id. ++ 
Operophtera brumata tu. id. 4 =p 
Alsophila aescularia SCHIFF. id. +44 
Malacosoma neustria 1. Lasiocampidae +++ 
Ephestia kuehniella 2. Pyralidae +++ 
Pyrausta nubilalis up. id. eae 
Tortrix viridana u. Tortricidae sae 
Acrolepia assectella z. Tineidae a 


* ry ae g Z x re . ak 2 ace 
(*) Espéce sensible a la bactérie, mais degré indéterminé. 


Si lon rapporte les résultats obtenus dans les essais ou il a été 
tenu compte de cette préoccupation, & ceux que donne le titrage 
biologique d’une préparation standard « E 58 » sur Pieris brassicae, 


nous obtenons le coefficient de sensibilité suivant pour quelques 
especes : 


— Pieris brassicae t. 900 U.B. soit le coefficient 1 
— Malacosoma neustria tu. 900 U.B. — — it 
— Tortrix viridana t. 1.350 U.B. — — 0,66 
— Arctia caja u. 1.800 U.B. a — 0,50 


En conclusion, sans préjuger des causes de cette variation, nous 
enregistrons une grande différence de sensibilité des espéces de Lépi- 
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dopteres a l’égard de Bacillus thuringiensis. Il est intéressant pour 
Pécologiste de connaitre cette sensibilité relative A l’égard des diverses 
souches de la Bactérie. 


SUMMARY 


A list of 24 species of lépidoptéres is presented, showing the comparative 
sensibility towards Bacillus thuringiensis B. Theses species have been approved 
only in preliminary tests in the Laboratory of La Miniére. Therefore, the results 
have an indicative and provisional character. The list completes an important 
documentation gathered by STrINHAUs in a polycopied recollection, that has 
been transmitted to specialists in 1957. 


(Laboratoire. de lutte biologique, de VI.N.R.A., La Miniere). 
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APPLICATIONS DIVERSES ET NORMES D’UTILISATION DE 
BACILLUS THURINGIENSIS peruiner., SOUCHE « ANDUZE » 


PAR 


D. MarrourET 


La définition d’un titrage en unités biologiques selon la méthode 
standardisée rapportée par BonNEFor & Al. (1958) ne permet pas 
par extrapolation de déterminer la dose d’emploi dans la nature, 
en raison de tous les facteurs qui interviennent, hétérogénédité des 
populations larvaires, particularités éthologiques, facteurs climatiques 
et conditions culturales. Par ailleurs, il faut tenir compte de la dif- 
férence de sensibilité présentée par diverses espéces de Lépidoptéres, 
qui a été caractérisée par BURGERJON & GRISON (1959). 

Des essais préliminaires réalisés en plein champ en _ particulier 
par le Service de la protection des végétaux peuvent compléter utile- 
ment les essais de laboratoire réalisés en vue d’établir les limites de 
la spécificité des différentes souches de B. thuringiensis; mais il est 
indispensable de procéder pour chacune des especes envisagées & une 
expérimentation dans la nature qui tienne compte des interférences 
de tous les facteurs cités plus haut et qui permette d’établir métho- 
diquement les doses d’emploi. 

La technique des essais parcellaires utilisée pour les insecticides 
chimiques parait étre adaptable a cette étude, et elle permet en outre 
d’étudier les différents types de formulation et de dispersion des 
préparations pathogenes. Dans les cas particuliers de la Piéride du 
Chou et de la Processionnaire du Pin, nous décrirons ici les méthodes 
que nous avons utilisées, les objectifs que nous nous sommes proposés 
dans ces études et les résultats que nous avons obtenus. Enfin, nous 
rassemblerons les données des essais réalisés en plein champ par dif- 
férents observateurs. 


1. — Etude des normes d’utilisation de B. thuringiensis 
Anduze sur Pieris brassicae u. 


La méthode que nous avons utilisée est inspirée de celle dite 
« Essais parcellaires », mise au point par RaucourtT, TROUVELOT et 
Biécus (1939), pour le contréle de l’efficacité des insecticides chimiques 
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dingestion et plus particulierement des produits antidoryphoriques. 
Elle consiste 4 épandre une quantité mesurée de la preparation patho- 
gene sur une surface déterminée d’une culture de Chou, ou parcelle, 
dans des conditions aussi voisines que possible de la pratique agricole, 
mais en introduisant dans les observations la rigueur du travail de 
laboratoire. Des infestations artificielles sont effectuées avec un nombre 
défini de chenilles; l’activité et la mortalité de celles-ci permettent 
de mesurer l’efficacité de l’application réalisée. 


Tous les essais sont effectués sur des Choux appartenant a la 
variété Brocoli hatif, dont les feuilles plates et oblongues facilitent 
les contréles. Les essais sont entrepris lorsque les plantes ont 4 a 
5 feuilles bien développées, trois semaines apres leur repiquage. La 
plantation est faite 4 0,50 x 0,80 m en parcelle de 20 Choux, ce qui 
correspond en culture maraichére 4 25 000 pieds par hectare. 

En 1958, il a été préparé au total, 24 parcelles de ce type, éche- 
lonnées par série en quatre époques de culture, pour permettre ainsi 
la succession des essais. Les parcelles d’une méme série sont isolées 
par d’autres cultures. 


Les appareils utilisés pour l’épandage des préparations sont 
identiques 4 ceux utilisés couramment par les exploitants agriculteurs 
ou arboriculteurs : 


— La dispersion des suspensions est effectuée avec un pulvéri- 


sateur portatif a pression préalable de 3 litres de capacité, type « Mura- 
tori ». 


— Les poudrages sont réalisés & Vaide d’une poudreuse 4 dos, 
a moteur électrique type « Bourrasque ». 

La contamination des parcelles traitées est faite avec des larves 
de Pieris brassicae L. en prétroisieme mue (prémue L4) qui pro- 
viennent d’un méme élevage, et qui se trouvent ainsi dans des condi- 
tions physiologiques comparables, tant au point de vue besoins alimen- 
taires 4 l’achevement de la mue, qu’au point de vue sensibilité a la 
préparation bactérienne. Dans chaque parcelle, il est choisi par tirage 
au sort, deux choux au moins (une répétition ou davantage); chacun 
de ces choux est infesté soit immédiatement aprés traitement ,soit 
cing jours apres, avec un lot homogéne de 50 chenilles; il est recouvert 
ensuite avec une cage grillagée, tronconique, qui repose sur un disque 
de papier goudronné recouvrant le sol autour de la tige. Le joint 
entre la cage et le disque est obturé avec du sable fin tamisé. 


La mortalité naturelle des chenilles au cours de l’essai est observée 


dans une parcelle témoin non traitée, et infestée dans les mémes 
conditions que les autres parcelles. 


Pendant toute la durée des essais les conditions climatiques 
donnent lieu & des observations précises. En particulier, la pluvio- 
metrie est mesurée @ la fois sur les parcelles et A l’intérieur des cages. 
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Les radiations solaires peuvent avoir une action défavorable a 
Pégard de lefficacité des préparations bactériennes comme l’a constaté 
METALNIKOY (1933); aussi l’insolation est enregistrée régulierement 
au cours des essais, et le coefficient d’absorption des cages a été mesuré, 
et correspond a 45 % de la radiation globale. Toutefois, au laboratoire, 


Fic. 1. — Essais parcellaires sur Pieris brassicae pour la déter- 
mination des normes d’utilisation de B. thuringiensis, souche 
Anduze. 

Fic. 2. — Contrdle de l’efficacité dans une parcelle traitée avec 


B. thuringiensis, souche Anduze. Teg 
(Clichés : Laboratoire de lutte biologique de La Miniere). 


apres dix-huit heures d’irradiation d’un fin dépdt de poudre sous les 
rayons U.V. émis par un tube germicide, il n’a pas été observe de 
diminution de toxicité, selon Bonnrror & Mme Biécurn (1958), et 


214 D. MARTOURET 


alors méme que le controle bactériologique révélait une complete 
destruction des spores dans la poudre irradiée. . 

Les contréles post-expérimentaux débutent soit quarante-huit 
heures apres le traitement, soit quarante-huit heures apres le dépot 
des chenilles; ils sont poursuivis tous les deux jours jusqu’a la nym- 
phose des chenilles qui infestent les parcelles témoin. Les larves 
mories et les larves survivantes sont dénombrées, et la proportion 
des stades larvaires est indiquée pour chacune de ces deux catégories. 

La mortalité est calculée sur le nombre total des insectes retrou- 
vés, morts et vivants, car il arrive que le total des insectes retrouvés 
soit inférieur au nombre des individus mis en expérience : les disparus 
sont : soit des larves évadées maleré les précautions prises, soit des 
larves mortes dont les cadavres n’ont pu étre retrouvés. 

L’efficacité E de la préparation est calculée en tenant compte 
de la mortalité naturelle dans les parcelles témoin selon la formule 
donnée par ABOTT : 


Survie témoin - Survie traitée 


= x 100 


Survie témoin 


Par cette méthode, nous nous sommes proposé d’étudier et de 
déterminer les doses d’emploi agricoles des préparations de B. thurin- 
giensis souche Anduze, appliquées soit en pulvérisation sous forme 
de suspension aqueuse, soit en poudrage contre Pieris brassicae L. 
Dans tous les essais et, quel que soit le mode de dispersion, la prépa- 
ration utilisée est la poudre n° 101 qui titre 900 Unités Biologiques 
par milligramme. 

En. pulvérisation, il a été épandu 1 litre de suspension par par- 
celle de 20 choux, ce qui correspond a la dose couramment utilisée 
en culture maraichére de 1400 1 par hectare. Un mouillant, type 
Novémol, a été ajouté a la dose de 0,2 %. 

Pour l’application en poudrage, la poudre n° 101 est mélangée 
avec une charge composée de 9 parties de tale pour une partie de 
craie hydrophobe. Il a été utilisé 25 @ de ce mélange pour chaque 
parcelle de 20 choux, soit une dose agricole normale de 30 kg par 
hectare. L’étude de charges particulitrement bien adaptées A l’utilisa- 
tion en poudrage des préparations de B. thuringiensis n’a pas été 
abordée, et elle fera objet de recherches ultérieures. 


Dans les résultats obtenus tant en pulvérisation qu’en poudrage, 
nous avons distingué 


— Lrefficacité immédiate, pour laquelle les observations sont 
effectuées sur les choux infestés immédiatement apres traitement; 


— La persistance de l’efficacité observée sur les choux infestés 
cing jours apres traitement. 


Le tableau I, montre en pulvérisation et en poudrage, la per- 
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sistance de l’efficacité pour une infestation réalisée cing jours apres le 
traitement et avec une pluviométrie de 2,6 mm. 


Les résultats qui ont été obtenus permettent de fixer les doses 
d’emploi suivantes 

1° En pulvérisation & raison de 1 400 | par hectare, il est néces- 
saire d’utiliser une suspension aqueuse A 1 g par litre d’une poudre 


mouillable, & base de matiére active, et qui titre 900 Unités Biolo- 
giques par milligramme. 


TABLEAU I 


PULVERISATION POUDRAGE 
Sa = SSS | Biaten\ 
| » ocd ersistance wits He ‘ luies 
| | Efficacité 5 ani Efficacité Persistance iz 
immeédiate deffieacité immédiate d’efficacité eumul. 


aprés 5 jours 


Concentration f TORR eek 0 2 5 Allee 3 %| 5 %/10% 


; 5 25 

’ (g/l) g (g/l) 
M.A. épandue : 1,25 2, 0, : 2 
pour 20 choux (g) (g) 


Jours apres 
traitement : 

Infestation Infestati 
10:4 i44 32 q 4 20,2) 16 ‘ 
37,5 | 48,9 | 100 Infestation 71,8 6 Infestation 
85,3 | 100 40 2a AD SET 100 19,6| 14,0) 15,8 
100 AY) A Ia Fg Fe Bae | ALARA) ey ns) 
20531.39;,8 |.59,2 65,0) 44,7) 73,9 
36, 952,29) 73;9 100 | 50 | 100 
62,2 | 61,8 | 74,6 —- 


2° En poudrage, il est préconisé de poudrer 4 la dose de 30 kg 
par hectare, avec une poudre qui contient 5 % de poudre primaire 
riche en matiére active, 4 900 Unités Biologiques par milligramme, 
diluée dans une charge approprice. 

La persistance d’efficacité est variable en fonction de la pluvio- 
métrie observée, entre la réalisation du traitement bactérien et le 
moment ow les chenilles intoxiquées cessent toute alimentation. 


Avec des précipitations inférieures 4 3 mm de pluie : 

— En poudrage, il n’y a pratiquement aucune diminution de 
lVefficacité. 

— En pulvérisation, l’efficacité est plus lente & se manifester et 
réduite 4 60 % de l’efficacité totale. 


Avec des précipitations de 8 4 9 mm de pluie : 


— En poudrage et pulvérisation, l’efficacité est réduite consi- 
dérablement et inférieure 4 30 % de lefficacité totale. 


to 
jd 
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La sensibilité A B. thuringiensis souche Anduze, de certains 
insectes ravageurs de cultures qui supportent des interventions phyto- 
sanitaires anticryptogamiques nombreuses, par exemple Arctia caja L. 
sur la vigne, pose le probléme de l’interaction des produits fongicides 
sur lefficacité de la préparation pathogene. 

Dans une série d’essais parcellaires du méme type que ceux 
décrits dans les lignes qui précédent, nous avons étudié par Vinter- 
médiaire de la Piéride du Chou, la compatibilité de la préparation 
bactérienne vis-a-vis de deux types de fongicides, 4 savoir l’oxychlo- 
rure de cuivre, et un dithiocarbamate de Zinc. Pour étudier laction 
de ces fongicides, nous avons utilisé le produit anticryptogamique com- 
mercial & la dose prescrite par son fabricant, en suspension aqueuse 
et pulvérisé a 1 400 | par hectare. 

La concentration d’emploi de lVoxychlorure de cuivre était de 
5 g de produit commercial par litre, et celle du dithiocarbamate de 
2,5 g par litre. Les pulvérisations anticryptogamiques ont été effec- 
tuées sur des demi-parcelles de 10 choux, vingt-quatre heures avant 
Vexécution du traitement bactérien; dans un essai complémentaire 
entrepris avec le dithiocarbamate, le traitement anticryptogamique 
a été répété trois fois, les 12°, 6°, et un jour avant l’application bacté- 
rienne. 

Au cours de ces essais, il n’a jamais été constaté d’altération 
de lefficacité de B. thuringiensis, soit dans les parcelles traitées avec 
loxychlorure de cuivre, soit dans celles qui ont été traitées avec le 
dithiocarbamate de Zine. 

Kn conséquence, il semble que l’on puisse conclure a la compa- 
tibilité des traitements de B. thuringiensis avec les applications fon- 
gicides appartenant aux types de l’oxychlorure de cuivre ou des dithio- 
carbamates. 


2. Essais d'utilisation de B. thuringiensis Anduze 
dans la nature ou en plein champ 


Les essais parcellaires nous apportent des résultats, précis et 
rigoureux en tenant compte des interférences de nombreux facteurs, 
mais ils exigent pour leur réalisation un matériel important, des 
élevages homogenes, en excellent état sanitaire, et une production 
végétale spécialement adaptée. Limitées par les possibilités maté- 
rielles d’expérimentation, de telles séries d’essais ne peuvent étre 
effectuées simultanément sur un grand nombre de ravageurs. 

Les études expérimentales sur des infestations naturelles hété- 
rogenes ont sans doute, un caractére moins rigoureux, mais elles n’en 
permettent pas moins d’orienter le choix des problémes 4 résoudre 
et d’éprouver la valeur pratique des préparations. 

Une expérimentation de ce type a été entreprise en 1957 avec 
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B. thuringiensis contre Thaumetopoea pityocampa scutrF dans le but 
de préciser la période d’intervention et la concentration optimum de 
la préparation a utiliser dans la nature. 

L’emplacement avait été choisi dans un peuplement de Pins 
d’Autriche avee une faible proportion de Pins sylvestres, réguliére- 
ment infesté et situé de part et d’autre de la route de Malaucéne, au 
mont Ventoux, sur un versant exposé au Sud. 

A la date du traitement le 26 septembre, l’ensemble des colonies 
se trouvait a la fin du 2¢ stade larvaire. Dans un petit nombre de 
nids, une faible proportion des chenilles était en prémue et quelques 
colonies qui avaient déja achevé leur seconde mue commengaient a 
tisser leur nid d’hiver. 

La préparation bactérienne utilisée était une poudre mouillable 
qui titrait 1000 Unités biologiques par milligramme. 

A Malauceéne, compte tenu des résultats de laboratoire, la mise 
en suspension de la poudre de spores a été effectuée pour obtenir 
une suspension d’emploi 4 8 000 U.B. par centimetre cube (8g de 
poudre par litre d’eau) a laquelle a été adjoimt un mouillant, du 
type alkyl phénol, a la dose non germicide de 2 °/go. 

La distribution de la suspension a été réalisée a l’aide d’un appareil 
atomiseur 4 grand travail, Pasteur 400 1, dont le jet porté atteint au 
maximum une profondeur d’une dizaine de metres. 

Un parcours de 100 metres le long de la route a subi la pulvérisa- 
tion, a raison de 80 litres pour 100 métres ce qui correspond en extra- 
polant a une pulvérisation inférieure 4 1 000 | par hectare. Un second 
parcours de 50 metres a été fait en pulvérisant 20 | d’une suspension 
plus concentrée, 4 24000 U.B. par centimetre cube (24 g de poudre 
par litre). 

Enfin, de petits arbres isolés infestés chacun par une ou plusieurs 
colonies ont été traités séparément a l’aide d’un appareil portatif 
d’une capacité de 3 1, et a pression préalable. Chacun de ces arbres 
a été pulvérisé avec 3 | de suspension aux concentrations de 10 000 U.B., 
2 500 U.B., et 1250 U.B. par centimetre cube de liquide, ce qui cor- 
respond respectivement a 10 g, 2,5 g et 1,25 g de poudre par litre. 

Vingt colonies de chenilles réparties sur une dizaine d’arbres 
ont été repérées en vue de suivre |’évolution de la maladie. Un certain 
nombre de ces colonies ont été échantillonnées pour examen biologique 
au cours des différents contréles effectués. 


Au cours du contrdéle effectué le 2 octobre, six jours apres le 
traitement, il a été observé : 


— Aux concentrations de 24000, 10000, 8000 et 2500 U.B. 
par centimétre cube, une forte mortalité 4 l’intérieur des colonies 
actuellement du troisiéme 4ge, qui ont ingéré le feuillage infecté comme 
en témoignent les traces d’alimentation fort nombreuses au voisi- 
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nage de leur nid; quelques cadavres seulement sont dénombreés dans 
les colonies qui sont au début des second et troisieme age, et qui apres 
leur mue commencent a reprendre une activité alimentaire. 

— A la concentration de 1250 U.B. par centimétre cube on ne 
remarque pas de cadavres dans les colonies qui ont cependant mani- 
festé une certaine alimentation. 

— Le témoin comporte 4 nids bien constitués au début du troi- 
sieme age. 

Dans un controéle réalisé le 22 octobre, il n’a pas été retrouveé 
de chenilles vivantes dans les colonies de la zone traitée méme a la 
concentration la plus faible; de nombreux cadavres ont été observés 
4 l’intérieur des nids et sur le tissage périphérique. Les colonies témoins 
étaient au troisieme Age larvaire, et les défoliations importantes sur 
les rameaux voisins caractérisaient une activité alimentaire normale. 

Les résultats de ces essais confirment la sensibilité de l’espece 
et le choix de la période d’intervention, mais le manque d’information 
sur l’état sanitaire des colonies ne permet pas de conclure, quant 
aux concentrations d’emploi. 


3. Essais expérimentaux divers 


Plusieurs études expérimentales ont été réalisées réceemment par 
différents expérimentateurs pour déterminer la sensibilité de diverses 
especes d’Insectes défoliateurs. 

Au cours d’essais réalisés au laboratoire et dans des populations 
naturelles de Tortriz viridana L., MM. BurcERJON & KLINGLER (1959) 
ont déterminé 4 la fois la sensibilité de cette espéce & la souche Anduze 
et les limites entre lesquelles l’application bactérienne est valable 
dans la nature vis-a-vis de la grande hétérogénéité des stades larvaires 
de Tortriz. , 

Le Service de la Protection des Végétaux dans une étude effectuée 
en commun avec le Laboratoire de La Miniére, a entrepris en 1958 
plusieurs essais en plein champ avec les préparations de B. thurin- 
giensis, souche Anduze. 

Une expérimentation réalisée sur vigne contre Arctia caja L. 
dans la région de Montpellier a confirmé la sensibilité de cet Arctiidae, 
au cours d’une application pratique agricole en pulvérisation. 

Des résultats encourageants ont été obtenus sur Chloridea pelti- 
gera, Lépidoptere Noctuidae, qui occasionne des ravages importants 
dans les cultures de Lavande, et ot la présence quasi permanente 
des Insectes butineurs interdit toute intervention insecticide chi- 
mique. 


Les essais pratiques de lutte contre la Pyrale du Mais, Pyrausta 
nubilalis HBN. que nous avions entrepris a l’aide de B. thuringiensis 
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ont été poursuivis en grande culture par le Service de la Protection 

des Végétaux. Les résultats en sont rapportés par MILAIRE (1958) 

qui a observé une réduction importante des dégats dans les parcelles 

qui ont été traitées 

— 50 % de pieds attaqués dont 30 % sectionnés A la base dans la 
zone témoin. 


— 23 % de pieds attaqués dont 6 % sectionnés & la base dans la 
zone traitée. 


Ces résultats satisfaisants pourront étre précisés au cours d’études 
ultérieures, selon la technique des essais parcellaires, pour chacune 
des espéces envisagées. I] nous parait utile de mentionner également 
que lincidence sur les biocoenoses de tels traitements biologiques 
n’a pas été négligée. Rappelons notamment, les observations de 
BiiottTi (1956) qui, au cours de traitements effectués a l’aide de 
B. thuringiensis contre Pieris brassicae, a remarqué la survie des 
entomophages Anilastus ebeninus GRAV. (Ichneumonidae) et Apanteles 
glomeratus L. (Braconidae), a condition de choisir la période d’applica 
tion de la préparation pathogene en fonction des exigences de ces 
entomophages. 

Plus récemment BurcERJOoN & KLINGLER (1959) ont observé 
Pévolution normale d’un certain nombre d’espéces parasites de 
Tortrix viridana L. qui n’avaient pas été affectées par le traitement 
bactérien. 

Nous avons, par ailleurs, testé la virulence de la préparation a 
base d’Anduze 4 l’égard de l’Abeille (LEcomTE & MaArRTOoURET, 1959); 
dans ces essais, nous avons pu mettre en évidence la non toxicité des 
traitements bactériens vis-a-vis de ]’Abeille. Extrémement intéressant, 
ce résultat peut permettre d’apporter, dans certains cas, une solution 
aux graves problemes soulevés par les interventions chimiothéra- 
piques en période de miellée. 


. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Die unterschiedlichen Empfindlichkeiten der verschiedenen phytophagen 
Lepidopterenarten gegentiber denn Stamm « Anduze » von Bacillus thuringiensis 
BERL., die in Laboratoriumsversuchen ermittelt wurden, nétigten zur Durch- 
fiihrung von Versuchen im Rahmen der landwirtschaftlichen Praxis, um so 
methodisch die Behandlungsnormen fiir den pathogenen Stamm festlegen zu 
k6nnen. 

In Parzellenversuchen, verbunden mit Studien verschiedener Anwendungsar- 
ten des Wirkmittels, wurden gegen Pieris brassicae fiir die praktische Anwendung 
die nétigen Konzentrationen und Dosierungen ermittelt. Der Einflus einer 
kombinierten Behandlung mit Bakterien und Fungiziden auf die Virulenz des 
Bakterienpraiparates wurde mit Hilfe der Beiden Fungizide Kupferoxychlorid 
und Dithiokarbamat studiert. Es zeigte sich, dass die Fungizide keine nachteilige 
Wirkung auf die Virulenz der Bakterienpraparate haben. 
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Ziel der in Malaucéne (Mont Ventoux) durchgefiihrten Versuche war einer- 
seits die Bestimmung des Behandlungstermins und andererseits die optimale 
Konzentration des Bakterienpraparates fiir die Behandlung einer Freilandpopu- 
lation von Thaumetopoea scuirFr. im Forst. 

Gegen Tortriz viridana wurde die zu verwendende Dosis des Bakterienpulvers 
im Laboratorium und in freier Natur untersucht. 

Die Vorversuche, die in Grosskulturen mit Pyrausta nubilalis auf Mais, 
Chloridea obsoleta auf Lavendel und Arctia caja auf Weinrebe durchgefthrt wurden, 
ergaben ermutigende Resultate, eingehendere Versuche mitissen jedoch noch 
durehgeftihrt werden. 

Eine sorgfaltige Studie der Folgen einer Bakterienbehandlung auf die 
Biozénose wurde indessen nicht vernachlassigt, das Verhalten der parasitaren 
Insekten von Tortrix und Pieris wurde in diesem Zusammenhange ebenfalls 
eingehend untersucht. Genaue Untersuchungen bewiesen die Harmlosigkeit des 
Stammes « Anduze » ftir Bienen. 
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SOME OBSERVATIONS ON THE EFFECT OF E-58 POWDER 
(BACILLUS THURINGIENSIS BeEr.iner) 


ON MALACOSOMA NEUSTRIA t. (Lepid.) 
BY 


EK. N. G. van Damme & P. A. VAN DER LAAN 


In some years the elm trees (Ulmus spp.) in the city of Amsterdam 
suffer severely from attacks of tent caterpillars (Malacosoma neustria L.) 
which defoliate the trees in spring and early summer. Parasites and 
predators of the tent caterpillar occur (DIAKONoFF, 1938) but they 
are always rare. Occasionally, presumably in laboratory breeding, 
a polyhedric disease can be found; however it seldom becomes epi- 
demic. 

The tent caterpillars hatch from the wellknown wintereggs which 
are found in rings on small twigs. 

During the last twenty years the control of this pest has been 
practised by dusting the elm trees with a mixture of derrispowder and 
a carrier which contains 2% rotenone. The Institute of the Tropics 
in Amsterdam has improved this mode of control considerably, by 
purchasing derris root of reliable origin, determinating the rotenone 
contents by chemical analysis and working out some other instructions 
to make a good product (Spoon 1940). Rather powerful motor dusters 
are used. 

A serious disadvantage to this way of control with Derrispowder . 
occurs, however, if the application is delayed and the caterpillars are 
half-grown or older. The third and fourth stage caterpillars are less 
susceptible to Derrispowder and most of them survive the treatments. 

All modern insecticides, such as DDT, BHC, Parathion, etc. are 
too toxic to men and animals, and cannot be used in the centre of 
a city. Relatively harmless poisons as Pyrethrum or Ryania have 
the same disadvantage as Derris. 

In the following the preliminary results are given of another way 
of control. Bacillus thuringiensis BERLINER has been known for some 
years to cause diseases in many insects populations, mainly of lepi- 
dopterous larvae. However, as is always the cause with insect control 
with ingredients from natural sources, the variability of origin may 
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lead to uncertain results. It is the merit of the work of the french 
workers (LEMOIGNE et al. 1956) that the effect of several strains of 
the Bacillus was examined separately, and variability in toxicity 
between the strains was found. DELAporTE & Brcuin (1955) found 
that Bacillus cultures which produced a lot of very typical rhombic 
crystals were more toxic than cultures with few or without crystals. 
This discovery lead to the manufacture of a powder, derived from 
the Bacillus-cultures, but consisting mainly of these crystals. The 
effect of such a powder is a result of the toxicity of the chemical which 
forms the crystals. It is manufactured from cultures of Bacillus 
thuringiensis, and particularly from a strain, nr E 58, which has a 
strong insecticidial value. The powder causes no disease of the cater- 
pillars but acts exactly as an insecticide. For our purpose it is very 
important that the effect is highly specific to lepidopterous larvae, 
and harmless to men and domestic animals. 


Materials and methods 


The powder was mixed with a quantity of « Neutronyx » (a sprea- 
der) and further diluted with tap water. Spraying was done with small 
glass bottles as used in barber shops. 100 swings gave 0,15 ce fluid. 
The amount of fluid was determined by the number of swings given 
per leaf. By measuring the leaf surface, the amount of fluid, reckoned 
per hectare leaf surface was found to be about 1 000 litres. 

e The caterpillars were reared in cages outdoors on small elmtrees 
and apple trees; hatching of part of the egg rings was delayed by 
storing for some time at 15 °C. 

Experiments were done with L2, L8 and L4 stages; specimens 
which were about to moult within a short time, were exclused which 
perhaps flattered the results somewhat. As a rule, twenty specimens 
were used per glass or cage. The first experiments were done in an 
open greenhouse in glass dishes, later-on small cages were used in 
‘outdoor experiments with caterpillars on cut branches and finally 
three experiments with thirty specimens per cage were done on small 
apple trees round about which a large cage was placed. All experi- 
ments were repeated once-or twice. 


Results 


The mode of action of the powder was preliminary surveyed. 
Three series were made. 


I. The caterpillars were sprayed, then placed in a clean dish with 
unsprayed food. 
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II. The food was sprayed, placed in a clean dish with unsprayed 
caterpillars, and every other day replaced by newly sprayed food. 

III. As sub IL., but replacement occured by unsprayed food. 
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Fic. 1. — Larval stage L3. 
a) Food sprayed, caterpillars not sprayed. 
b) Food not sprayed, caterpillars sprayed. 
Fic. 2. — A: Larval stage L2; B : Larval stage L4. 
a) Food sprayed, the sprayed leaves replaced by other sprayed leaves 
every other day. 
b) Food sprayed, but replaced by other not sprayed leaves. 
Fic. 3. — Larval stage L8. Cage experiment, sprayed once. 


a & b) Treated with 0,5 % E 58. 
c) Untreated. 


Results are given in the figures 1-3. It is clear that spraying of 
the caterpillars only has little effect, the effect of treatment 1 (fig. 1, 5) 
being poor. 

As was already found by former investigators, it is apparent that 
the action of the powder is very slow. However, from the beginning 
a strong effect on the appetite is visible. Treated caterpillars are 
very slow eaters. 
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A second series of experiments was done in glass dishes also. 
Treatments sub II and III were compared (fig. 2, a & b). It is appa- 
rent that replacements of the sprayed food by unsprayed leaves 
results in much lower mortality. The effect on two moulting stages 
L2 and L4 is shown. It is clear that this insecticide has also a powerful 
effect on the nearly fullgrown caterpillars. 

The last experiments in cages under outdoor conditions are very 
interesting. Three cages were used, two of them were sprayed in 
the same way with 0,5 % E 58 powder. The third was sprayed only 
with water and the spreader. Thirty specimens per cage were used. 
In both treated cages a mortality of 80-90 % was reached after eleven 
days (fig. 3), but in the control cage only one caterpillar out of thirty 
was found dead. 

As Lemoicne et al. had already found in experiments with Pieris 
brassicae u., the effect is nearly independent of the age of the cater- 
pillars. As the nearly fullgrown tent caterpillars are highly resistent 
to most of the common insecticides, included DDT, this effect is 
remarkable. 

The E 58 is clearly acting after ingestion by the insects. The 
main effect is that of a repellant one. More feeding is inhibited and 
the caterpillar dies mainly from starvation. Caterpillars, replaced 
on unsprayed food, recover partially. 

The effect is very slow, in most experiments it lasts more than 
ten days before the end-effect is reached. However, under really. 
natural conditions, not using cages, most of the moribund larvae 
will die earlier. 

Though no great expectations should be based on these very 
preliminary results, it is clear that the experiments with this powder 
should be continued next year, if possible on a larger scale. 


SUMMARY 


Some preliminary experiments with E 58 powder, derived from the strain 
E 58 of Bacillus thuringiensis were done with tent caterpillars (Malacosoma 
neustria L.). Sprays with 0,25 and 0,5 % powder gave 80-90 % mortality after 
10 to 13 days of the second, third and fourth larval stages. These results were 
obtained after feeding with sprayed food, less effect was obtained by spraying 
the caterpillars only, The same effect, however, with a 0,5 % spray only, was 
found in an outdoor experiment in large cages round about small apple trees. 

The main practical importance of these experiments follows from the fact 


that the used preparate proved to be highly specific, i. e. toxic to some cater- 
pillars, however, non-toxic to other beings. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Die Grosstadt Amsterdam leidet zeitweilig an schweren Plagen von Raupen, 
hauptsachlich Malacosoma neustria L. und Euproctis chrysorrhoea t., welche die 
Ulmen (Ulmus spp.) entblattern. Zur Zeit werden diese Plagen bestritten mittels 
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Bestaéubungen mit Derris, aber speziell die Alteren Raupen sind ziemlich wider- 
standsfahig gegen diese Behandlung. 

Die modernen Insektiziden sind zu giftig zum Gebrauch im Zentrum der 
Grosstadt. Deswegen werden vorliufige Untersuchungen gemacht mit einem 
Preparat, von dem « Institut Pasteur » hergestellt aus Extrakten von Kulturen 
von Bacillus thiiringiensis BERLINER, Isolation Nr E 58. 

Das Insektizide, gespritzt in Konzentrationen von 0,25 und 0,5 %, war 
hauptsachlich wirksam als Frassgift (fig. 1). Es war ungefahr ebenso wirksam 
gegen jungen wie gegen alten Raupen (fig. 2). Ein Kiafigversuch ins Freie gab 
ein erfolgreiches Resultat (fig. 3). 

Da das Preparat voéllig harmlos ist gegen Menschen und Haustiere, sollte 
es besonders geeignet sein zur Lésung dieses Problems. 

ACKNOWLEDGEMENT. The authors earn many thanks to Dr P. Grison, 
Director of the « Laboratoire de lutte biologique », La Miniére, France, who 
generously sent us a quantity of the E 58 powder. 
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ESSAIS DE THERMORESISTANCE DE L’ORGANISME 
RESPONSABLE DE LA MALADIE LAITEUSE 
DE LA LARVE DU HANNETON (MELOLONTHA MELOLONTHA) 


PAR 


A. BonneEror et M. Toucas 
(avec la collaboration technique de H. CHaumonr) 


En 1955, B. Hurpin a signalé l’analogie existant entre la maladie 
laiteuse de la larve du Hanneton (Melolontha melolontha) et la « milky 
disease » de la larve de Popillia japonica en Amérique. Le Bacillus 
popilliae (DuKKy, 1940) est le responsable de la « milky disease ». 
La maladie laiteuse de la larve du Hanneton semble étre causée en 
France par un organisme analogue, mais l’étude systématique de ce 
germe n’a pu étre réalisée, puisque nous n’avons pas encore de milieu 
permettant de le cultiver facilement. 

L’évolution de la maladie est similaire 4 celle décrite par DukKy 
pour le Bacillus popilliae type A sur Popillia japonica. Au maximum 
de la maladie, ’hémolymphe du ver blanc est remplie d’éléments 
fusiformes, réfringents et présentant parfois 4 l’avant une sorte de 
cristal rappelant ceux décrits dans certains Bacillus (voir cliché au 
microscope électronique (*). 

B. Hurpin nous ayant procuré des vers blancs malades trouvés 
dans la nature et des vers blancs sains au stade L3, nous avons pu 
effectuer quelques recherches in vivo sur Vorganisme responsable de 
la maladie laiteuse. 

La recherche d’un milieu de culture électif pour l’organisme 
étudié est encore compliquée par le fait que, tres souvent, et surtout 
vers la fin de la maladie, l’hémolymphe contient en plus du germe 
étudié, des bacilles saprophytes poussant sur tous les milieux de culture 
usuels. 

Pour éliminer ces bactéries, nous avons alors pensé a chauffer a 
différentes températures, les hémolymphes des vers malades diluées 
au préalable dans l’eau distillée. 


(*) Les clichés ont été réalisés au Service de microscopie électronique de I Institut 
Pasteur de Paris, par M. Grunrrnr. Nous l’en remercions vivement. 
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Pour effectuer ces expériences, nous avons prélevé steérile- 
ment V’hémolymphe d’un ver blanc malade au troisieme stade. Ce 
prélevement d’hémolymphe s’effectue, a Paide d’une pipette Pasteur 
effilée, sur la partie dorsale du ver, au niveau du troisieme ou qua- 
triéme stigmate respiratoire, soit latéralement, soit sur la partie 
médiane. On peut aussi en sectionnant une patte du ver blane obtenir 
une quantité suffisante d’hémolymphe infectée. 

L’hémolymphe ainsi prélevée a V’aspect d’un lait épais : en 
diluant au 1/200 en eau distillée, on obtient une suspension contenant 
environ 40 millions d’éléments par centimétre cube. Cette dilution 
d’hémolymphe est répartie en plusieurs tubes qui subissent chacun 
un temps de chauffe d’une heure 4 des températures différentes (60 °C, 
1 OC Cte.) 

Le contenu de chacun de ces tubes, ayant subi une chauffe dif- 
férente est injecté 4 un lot de 10 vers blancs (3° stade). Nous inoculons 
& chaque ver 0,1 cm® a l’aide d’une seringue 4 tuberculine. L’injection 
se fait latéro-dorsalement entre le troisieme et le quatrieme stigmate 
respiratoire. Chaque ver est isolé dans une boite en fer blanc contenant 
de la sciure de bois humide. 

Si des vers meurent des suites de l’injection, ils meurent dans 
les vingt-quatre ou quarante-huit heures apres et sont notés a part 
dans le tableau résumant les expériences. 

Une expérience préliminaire nous montra que de l’hémolymphe 
chauffée a 80°C pendant une heure était susceptible de redonner la 
maladie a des vers blancs sains. Six expériences furent ensuite effec- 
tuées. Dans une premiere expérience, ’hémolymphe diluée fut répartie 
en 5 tubes et chaque tube fut chauffé respectivement une heure A 60, 
70, 80, 90 °C et le cinquieme tube une heure a 100 °C. 

Dans les lots 60, 70 et 80°C, la maladie se développa au bout 
de trois semaines 4 un mois. Par contre, au bout de deux mois, les 
lots 4 90 et 100 °C n’avaient encore donné aucun signe suspect de 
maladie laiteuse. Au bout de cette période, une prise d’hémolymphe 
fut faite & chaque larve restante et nous avons effectué pour chaque 
hémolymphe un contrdle microscopique de facgon a vérifier que ces 
larves saines, apres deux mois, ne faisaient pas un début de maladie 
inapparente. Nous avons répété cette expérience aux mémes tempé- 
ratures citées plus haut; les résultats obtenus furent identiques. 

Dans les expériences III et IV, nous nous sommes bornés a trois 
températures différentes, 70, 80 et 90°C. La encore, Vhémolymphe 
chauffée a 70 et 80 °C était susceptible de redonner la maladie laiteuse. 
A 90 °C pas de maladie. 

Dans les expériences suivantes, nous avons cherché & étudier 
la résistance de l’organisme entre 80 et 90°C. Dans la cinquieme 
expérience nous avons adopté des températures de chauffe de 84, 87, 
88 et 89°C, dans la sixiéme expérience des températures de 75, 80, 
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84 et 90 °C. Les hémolymphes chauffées & 84 °C étaient encore sus- 
ceptibles de redonner la maladie laiteuse; une heure de chauffe a 
cette température ne détruit done pas le germe en cause. En outré 


Clichés au microscope électronique de l’organisme responsable 
de la maladie laiteuse de la larve de Melolontha melolontha. 
(Grossissement 12 000). 


nous avons constaté que chez les larves injectées avec de I’hémo- 
lymphe chauffée une heure & 84°C la maladie se développait plus 
lentement que chez les larves injectées avec de l’hémolymphe chauffée 
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une heure 4 75 °C et méme 80 °C. Chez certains sujets les symptomes 
de maladie laiteuse n’apparurent qu’au bout de six semaines. Nous 
avons constaté de plus qu’a cette température de 84 °C, le pourcen- 
tage de maladies laiteuses obtenues est en nette régression. 


Ilémolymphes diluées chauffées 
| heure Ala température de; 60°C 70°C 75 °C 80 °C 84 °C. 87°C 88°C 89°C 90°C 100°C 


Nombre de larves traitées pour 


chaque température : 20 40 10 50 20 10 10 10 30 20 
Nombre de larves malades : 19 37 9 35 14 0 0 0 0 0 
Soit un pourcentage de : 95% 925) 96 96-94) 70% “Sot GOS sO) Owe Ono en: 9 80 OF 


Larves saines deux mois aprés 


Vexpérience : 0 1 0 9 6 6 5) 9 35 17 
Soit un pourcentage de : 0%. -2,55% 0% ~18.26) 30 Me Giiee a a0), Ones D 9 85 9% 
Vers blanes morts accidentelle- 

ment des suites de l’injee- 

tion ou d’une maladie autre: 1 2 1 6 3 4 5 1 15 3 
Soit un pourcentage de : 5% 5% 10.% 42:%, 15°%, 40%, 5036 40°96 "30195 45. 94 


On peut facilement grouper ces 6 expériences. en un seul tableau 
et calculer les pourcentages de maladies laiteuses obtenues, et les 
pourcentages de vers restés sains avec chaque température. Ces chiffres 


60 65 70 75 80 84 8? 90 100°C. 
TEMPERATURES 


portés en graphique (tableau et graphique ci-joints) donnent une 
image assez nette de Vinfluence du chauffage de VPhémolymphe sur 
la survie de l’organisme en cause. Il est vraisemblable que 84 °C est 
une température trés proche de sa température léthale et A cette 
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température on a une diminution du pouvoir vital telle qu’un certain 
pourcentage seulement d’éléments subsistent. 

En conclusion, la suspension aqueuse de lorganisme responsable 
de la maladie laiteuse du Hanneton (Melolontha melolontha) reste 
infectante apres un chauffage d’une heure a 84°C. Toutefois cette 
température diminue la vitalité de l’organisme et, pour éliminer les 
germes saprophytes de l’hémolymphe, il sera préférable de chauffer 
une heure & 75 °C seulement. 


SUMMARY 


The organism responsible for the milky disease of the cockchafer (Melo- 
lontha melolontha) when diluted in distilled water and heated for | hour at 84 °C 
retains its infectivity. However this temperature diminishes the vitality of the 
organism, in order to eliminate the saphrophytic organisms of the haemolymphe, 
it is preferable to heat to use a temperature of 75 °C. 
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ETUDE DE DIVERSES SOUCHES DE MALADIE LAITEUSE 
SUR LES LARVES DE MELOLONTHA MELOLONTHA 1. 
ET SUR CELLES DE QUELQUES ESPECES VOISINES 


PAR 


B. Hurpin 


Depuis 1953, nous avons récolté a diverses reprises, au cours 
de sondages, des larves de Melolontha melolontha L., présentant tous 
les symptomes de la maladie laiteuse décrite par DutKy chez Popillia 
japonica NEWM. : diminution de la turgescence, coloration en blanc 
plus ou moins jaunatre de la région du pygidium, effacement du vaisseau 
dorsal, qui prend sensiblement la méme coloration que le tissu adipeux, 
opacité des pattes, etc. (fig. 1). Dans ces insectes, nous avons trouvé 
chaque fois une septicémie avancée provoquée par une bactérie élabo- 
rant deux corpuscules : une sorte de grosse spore et un « cristal ». 


Fic. 1. — Larve de Melolontha melolontha L. présentant les 
symptomes caractéristiques de la maladie laiteuse. 


(Cliché : Laboratoire de lutte biologique La Miniere). 


L’aspect microscopique du germe comme l’allure macroscopique 
des symptomes indiquent une grande ressemblance avec le « milky 
disease » utilisé aux U.S.A. comme moyen de lutte biologique contre 
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le Hanneton japonais (P. japonica). Nous avons cherché a préciser 
les caractéres épidémiologiques de la maladie découverte chez notre 
Ver blanc indigéne et & comparer sa virulence avec celle de la bactérie 
américaine ainsi qu’avec d’autres souches du méme type isolées de 
diverses espéces de Scarabéides. La méme maladie due a un germe 
comparable, sinon identique, a été trouvée en Suisse par WILLE en. 
juillet 1955 et décrite par cet auteur sous le nom de Bacillus fribour- 
gensis. Pour préciser de fagon aussi complete que possible les dif- 
férences d’activité des différents microbes expérimentés, nous avons 
étudié leur action non seulement sur M. melolontha, mais aussi sur 
quelques espéces voisines : Amphimallon sp., Oryctes nasicornis L., 
Cetonia aurata L. 


1. Méthodes d’étude 


Nos expériences ont été réalisées en laboratoire en élevant les 
larves individuellement dans des boites en aluminium de 180 cm 
fermées par un couvercle & moitié remplies de terre de jardin riche 
en humus. Le taux d’humidité de cette terre préalablement passée 
au crible était maintenu au voisinage de 12 % H.R. Les essais pré- 
liminaires ayant montré que la maladie laiteuse de M. melolontha se 
développait d’autant mieux que la température est plus forte 
nous avons fait nos élevages aux environs de 24 °C. Les larves 
étaient alimentées par une rondelle de carotte renouvelée, en prin- 
cipe, toutes les semaines. 

Pour l’infection des insectes, nous avons eu recours aux deux 
procédés : injection intralymphale et contamination de la nourriture 
et du substrat. 

L’injection intralymphale était pratiquée a l’aide d’une seringue 
hypodermique a tuberculine graduée en 0,05 em, a raison de 0,1 em? 
de suspension par animal, dans le flane gauche de celui-ci préalable- 
ment désinfecté a Valcool au niveau de l’antépénultiéme stigmate. 
Des lots témoins étaient constitués de larves n’ayant subi aucune 
piqdre et Winsectes dans lesquels avait été injecté 0,1 em? d’eau dis- 
tillée stérile. 

Les essais d’infection « per os » sont effectués en faisant baigner 
pendant six heures des morceaux de carotte dans une suspension 
de spores. Au bout de ce délai, les carottes sont distribuées dans les 
boites d’élevage remplies de terre humidifiée avec le surplus du 
liquide de trempage. La suspension de spores peut étre, soit une 
dilution de l’hémolymphe laiteuse, soit le broyat d’une larve atteinte 
par la maladie, vivante ou morte. Nous avons expérimenté les trois 
procédés, avec succts dans tous les cas. Les témoins comportant des 
animaux de la méme origine que dans les séries traitées étaient élevés 
dans les mémes conditions que celles-ci. 

Tous les insectes morts ou malades firent objet d’une prise de 
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sang, a l'exception des cadavres momifiés par une mycose. L’hémo- 
lymphe ainsi prélevée, étalée en frottis sur une lame et colorée au 
bleu de méthyléne de Loeffler, nous permettait de déterminer exacte- 
ment la cause de la mort et de déceler tous les cas de maladie laiteuse 
due au germe employé. 

En effet, si la plupart des larves atteintes par ce genre d’affection 
présentent pendant plusieurs jours, avant de mourir, les symptomes 
caractéristiques : aspect laiteux du pygidium, etc., il arrive que 
certains individus sont tués si rapidement qu’il est difficile d’observer 
les symptémes sur le vivant ou bien, pour des raisons mal précisées, 
mais vraisemblablement par suite de l’interférence de plusieurs pro- 
cessus pathologiques, les larves apparaissent incontestablement malades 
sans intervention des symptémes externes de la maladie laiteuse. 


2. Origines des souches 


a) Dans le cas de Bacillus popilliae, souche Melolontha (c’est-a- 
dire du germe naturellement infectieux pour le Hanneton commun et 
que nous dénommons ainsi en attendant que la mise au point d’un 
milieu de culture artificiel permette de déterminer ses caractéristiques 
biochimiques et par conséquent de le classer dans la nomenclature 
microbiologique), les souches suivantes ont été trouvées : 


— En aout 1953, dans une prairie permanente & Beaussault (Seine- 
Maritime); 

— En aotit 1956, dans des prairies permanentes 4 Beaussault, Saint- 
Saire et Mesnil-Mauger (Seine-Maritime); 

— En aoiit 1957, dans des prairies naturelles et des luzerniéres a 
Marolles-les-Brault et a Segrie (Sarthe); 

— En aotit 1957 dans deux prairies de Brouessy (Seine-et-Oise) ; 

— En aotit 1957, dans un champ de blé semé aprés une friche, a 


Saint-Cyr (Seine-et-Oise). 


Des cas de maladie laiteuse avaient été constatés dés 1950 au 
nord-est de Beauvais (Oise), mais 4 cette époque l’étude du germe 
ne put étre entreprise. 

La souche récoltée dans le pays de Bray en 1953, servit aux essais 
préliminaires sur la virulence de la bactérie et aux premicres tentatives 
de culture de milieu artificiel, mais se trouva perdue l’année suivante. 

Nous disposons donc actuellement de trois souches de maladie 
laiteuse propre & Melolontha: une originaire du pays de Bray, une 
provenant des environs de Versailles, et une de la Sarthe. Toutes les 
trois ont été expérimentées. 


b) Bacillus popilliae puTKY nous a été aimablement communiqué, 
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sous forme de frottis desséchés, par MM. DutkKy et HAMBLETON en 
1954 et 1956. 

c) Bacillus euloomarahae BEARD et Bacillus lentemorbus var. 
australis B. nous ont été envoyés également en frottis d’hémolymphe 
desséchée par M. R. L. Bearp qui a découvert et décrit ces deux 
bactéries responsables d’une maladie laiteuse chez deux espeéces austra- 
liennes de Scarabeidae: respectivement : Heteronychus sanctae-helenae 
BLANCH. et Sericesthis pruinosa DALM. 


3. Sensibilité de diverses espéces de Scarabeidz 
a ces quatre types de maladie laiteuse 


Notre premier travail fut d’évaluer la virulence des quatre 
maladies laiteuses dont nous disposions pour des larves de Melolontha 
au troisiéme stade, et de comparer d’autre part la sensibilité de diverses 
espéces de Vers blancs 4 ces germes. Chaque essai comprenait 20 larves 
et fut répété deux ou trois fois. Les résultats obtenus sont rassemblés 
dans le tableau I qui montre que : 

Les germes australiens sont peu intéressants pour nos Vers blancs : 
B. lentimorbus n’a communiqué la maladie & aucun des individus 
expérimentés et B. euloomarahae n’est pathogene que par injection 
intralymphale. 

Les deux B. popilliae, d’origine européenne et d’origine améri- 
caine, se comportent sensiblement de méme, au moins qualitativement 
vis-a-vis des Melolonthides. Par contre, la bactérie isolée de Popilliae 
japonica est active sur la cétoine dorée alors que la souche frangaise 
ne lest pas. 


TABLEAU I 
Sensibilité des Vers blancs aux maladies laiteuses 


M. melolontha A. solstitialis | A. majalis C.aurata O. __nasicornis 
SOUCHE 3 == > eS 
Inject. peros Inject. per os Inject. per os Inject. peros Inject. per os 
B. popilliae melolontha + + + a a= * tb ay 
B. popilliae pvurxy ++ t.o4++ et + + a 
B, lentimorbus australis = — toy ee 
B, euloomarahae + + — —- +E tat a2 


+ + signifie que plus de 50 % sont mortes de la maladie 
+... — moins de 50 % — — — 
— — -— que lespéce est résistante a la maladie 


Pour les larves de M. melolontha, B. popilliae puTKY est A peu 
pres aussi virulent que la souche de maladie laiteuse naturellement 
adaptée & cette espéce lorsque la contamination est faite par injection 
intralymphale. Lorsqu’il y a infection « per os » seul un petit nombre 
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d’insectes contractent la maladie et dans certains cas seulement 
lorsqu’il s’agit du germe américain. 

Cette différence est peut-étre due a la valeur du pH du tube 
digestif selon un phénoméne mis en évidence chez les Lépidoptéres 
dans le cas de Bacillus thuringiensis BERL. par ANGUS (1954). 

En effet, alors que le pH de ’hémolymphe des larves de Popillia 
japonica et de M. melolontha est & peu pres le méme : 7,3 environ 
(BEARD 1945, Wr~pBoLz 1954), l’intestin moyen de M. melolontha a 
un pH voisin de 8,2 (WiLpBoLz 1954) alors que celui de P. japonica 
est 9,4 environ (SWINGLE 19381). 

Introduite directement dans l’hémolymphe de M. melolontha, la 
bactérie américaine y trouve les mémes conditions de pH que dans 
son hote habituel alors qu’il n’en va pas de méme pour le tube digestif. 
Cette hypothese est a vérifier expérimentalement mais, quel que soit 
le phénomene en cause, les deux types de maladie laiteuse intéressants 
pour le Hanneton commun sont les deux souches de B. popilliae. 

Nous avons donc étudié surtout l’action de ces deux souches et 
accessoirement de B. euloomarahae sur les larves de M. melolontha. 
Nous résumons ici nos recherches sur l’influence de la température 
et de la concentration en spores de l’inoculum, sur l’effet du nombre 
de passages et de l’Age des insectes sur la virulence. 


ACTION DE LA TEMPERATURE. 


Nous l’avons étudiée a deux reprises par injection d’une méme 
dose de spores (environ 500000) a 20 larves du troisieme stade de 
M. melolontha. 

Dans un premier essai réalisé en 1956, nous avons comparé 
B. euloomarahae, B. popilliae putTKy, et B. popilliae souche Melo 
lontha. Cette expérience préliminaire montra le réle important de la 
température sur le développement des trois maladies considérées et 
mit en évidence les différences présentées par les trois germes quant 
a la rapidité de leur action selon la température : 


TABLEAU II 
Nombre de malades suivant la température 


i — 


B. popilliae B. popilliae 
souche « Melolontha » DUTKY B.euloomarahae 
TEMPERATURES 
aprés aprés aprés apres apres aprés 
20 jours 30 jours 20 jours 30 jours 20 jours 30 jours 
AIT Osetra Ache Mek to 0 0 0 0 0 0 
DOG Se teatintay cuedene eens) singe ut 9 5 13 9 14 
ARE 0 ENP SS cee sole 5 14 14 18 10 15 
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Pour tous, il est nécessaire qu’il y ait plus de 15°C, pour la 
production de spores et l’apparition des symptémes, mais la souche 
américaine parait capable & cette température de se multiplier plus 
rapidement dans ’hémolymphe au moins en ce qui concerne la proli- 
fération des formes bacillaires. Pour préciser ces résultats, un deuxieme 
essai fut réalisé en 1958 avec un plus grand nombre de températures : 
15, 18, 21, 24, 27 et 30°C. 

Chacun de ces six lots comprenait 20 larves du troisieme stade 
injectées avec de l’hémolymphe laiteuse a Bacillus popilliae DUTKY 
et 20 larves injectées de la méme maniere avec B. popilliae souche 
Melolontha. Tous les trois jours, état des larves était noté et, pour 
suivre l’évolution de la maladie, des prélevements d’hémolymphe 
étaient effectués sur trois individus de chaque lot, et examinés au 
microscope. 


Gq 


Fic. 2. — Evolution de la septicémie dans ’hémol 
Evoluti ymphe. a) Deux étapes de la 
multiplication du germe; b) début de la sporulation; c) spores ser? 


(Cliché : Laboratoire de lutte biologique La Miniére). 
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Quatre phases peuvent étre distinguées 


. dari : 
1 Une phase de multiplication du germe caractérisée par la proli- 
ee des batonnets qui deviennent de plus en plus nombreux 

g. 2a) 

Q. ‘ 
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Fic. 3. — Action de la température sur l’évolution des différentes phases de la 
maladie laiteuse 4 Bacillus popilliae souche Melolontha, dans des larves 
du troisiéme stade de Melolontha melolontha. 


2° Une phase de sporulation qui parait intervenir lorsque les formes 
bacillaires sont suffisamment nombreuses : chaque batonnet se 


we 
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renfle progressivement en son milieu et donne une spore qui occupe 
peu a peu la majeure partie du corps bactérien (fig. 2 d). 

3° Une phase de maturation qui correspond a Vapparition de la forme 
définitive des organismes constitués essentiellement par une spore 
et un cristal (fig. 2c). A la fin de cette période, le sang ne compte 
plus guére que ces formes sporulées, les batonnets sont devenus tres 
rares, prennent mal les colorants et semblent plus ou moins en 
dégénérescence. 


4° Une phase de mortalité : les larves finissent par succomber “a la 
septicémie. 


D’une facon générale, chacune de ces phases se traduit par des 
symptomes externes qui dans l’ensemble sont assez caractéristiques : 
au moment de la multiplication, la partie postérieure du corps prend 
un aspect légéerement opalescent qui s’accentue & mesure que linfec- 
tion progresse, de sorte que au moment de la sporulation, le vaisseau 
dorsal devient inapparent et une onde blanchatre passe sous le tégument 
du pygidium lorsqu’on comprime légerement le Ver blanc. La matura- 
tion se reconnait 4 la couleur blanche généralisée sur le dernier seg- 
ment abdominal. 

La figure 3 illustre les résultats obtenus, compte tenu de ces 
remarques, aux six températures expérimentées, dans le cas du germe 
naturellement adapté a M. melolontha. La figure 4 donne les mémes 
renseignements pour les séries injectées avec B. popilliae putTKy. De 
ces deux graphiques, il ressort que la température agit surtout sur le 
rythme de l’incubation plutot que sur le nombre de malades, quelle 
que soit la souche considérée. En effet pour les deux germes, la mor- 
talité due 4 la maladie étudiée varie de 80 a 100 % lorsque la tempé- 
rature est supérieure 4 15 °C tandis que les différentes phases décrites 
ci-dessus s’observent d’autant plus tot et se déroulent d’autant plus 
rapidement que la température est plus élevée. 

Cependant, deux groupes de températures se différencient nette- 
ment d’aprés ces données. Les figures 5 et 6 qui résument l’action 
globale de la température sur le développement des deux affections, 
le confirment nettement : d’une part, 30,27 et 24°C, d’autre part 
21 et 18 °C. Ceci montre qu’il n’y a pas de relation étroite entre la 
température et l’évolution de la maladie, pour les deux souches : la 
sporulation n’a lieu qu’au-dessus de 15 °C, jusqu’A 21-22 °C la maladie 
évolue lentement, si la chaleur est plus forte les symptomes apparaissent 
beaucoup plus tdt. 

Il est vraisemblable que deux phénoménes antagonistes sont a 
lorigine de ce classement en deux groupes : l’accélération de la crois- 
sance du germe avec la température, la diminution de la résistance 


de Phéte lorsque la température devient trop élevée, c’est-A-dire au- 
dessus de 25 °C. 
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Fic. 4. — Action de la température sur |’évolution des différentes phases de la 
maladie laiteuse a Bacillus popilliae purKy dans les larves du troisiéme 
stade de Melolontha melolontha. 


Ainsi s’expliqueraient les meilleurs résultats enregistrés & 24 °C, 
car si la mortalité est alors plus lente qu’a 27 ou 30 °C, le nombre de 
malades est le méme comme nous l’avons vu précédemment. Un 
caractére qui confirme cette hypothése est le nombre de spores conte- 
nus dans les cadavres, comme l’indique le tableau ITT, 
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? % jours 
% sees 30 
> See 278 
24° 
co 21 
18° 
50 
25 
0 10 20 30 40 50 60 jours 
Fic. 5. — Influence globale de la température sur Bacillus 


popilliae souche Melolontha, pourcentage de malades en 
fonction du temps. 


Fic. 6. — Influence globale de la température sur Bacillus 


popilliae DUTKY., pourcentage de malades en fonc- 
tion du temps. 


TaBLeAv III 
Nombre de spores par larve suivant le germe et la température 


TEMPERATURE 18 °C 21 °C 24 9G 27 °C 30 °C 


B. popilliae « Melolontha ». 
Nombre de larves examinées... 
Nombre de spores/larve (en mil- 
liards) min.-max. ..........0. 2-14 5-17 


= 
' 
(Siar) 


B. popilliae purKy. ; 
Nombre de larves examinées.. . 
Nombre de spores/larve (en mil- 

liards)imiminax, .sa acess 0,5-2,5 


Pour les deux souches la température optima se révéle étre 24 °C, 
mais on note une tres sensible différence en ce qui concerne la richesse 
en spores, qui est deux ou trois fois plus grande dans le cas du germe 
naturellement adapté & M. melolontha qu’avec la bactérie américaine. 
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4. Influence de la dose de spores 


Nous l’avons examinée seulement sur le germe francais puisque 
cet organisme s’est montré, d’aprés les essais antérieurs, le plus 
virulent pour M. melolontha. 

L’expérimentation fut réalisée parallélement par injection des 
larves et par contamination de la terre des récipients d’élevage. 


1° EssaIs PAR INJECTION. 

Six lots de 20 larves du troisieme stade furent injectés avec de 
VPhémolymphe laiteuse provenant d’un individu malade et diluée 
avec de l’eau stérile de facon 4 obtenir les concentrations en spores 
suivantes : 100000, 1 million, 5 millions, 10 millions, 100 millions 
et 1 milliard de spores par centimetre cube. L’inoculum étant pour 
chaque individu de 1/10 de centimetre cube. Les doses de spores 
expérimentées furent done de : 10000, 100 000, 500 000, 1 million, 
10 millions et 100 millions. 

Les élevages furent conduits a 24°C. Tous les trois jours, les 
mémes examens de l’hémolymphe et les mémes notations que pour 
les expériences sur l’action de la température furent pratiquées. 


100 °/, 


75 


Mie af, ae Mae ee ee 


+- —--+-—+ 


Saar pone OG 

= —-t--+t+-- 10” 

10° 

75 5.10° 

40° 

10“ 
) 

10 20 30 40 50 60 70 
jours 
Fic. 7. — Action du nombre de spores injectées par larve du 


troisiéme stade de Melolontha melolontha sur le pour- 
centage de malades. 


La figure 7 traduit l’évolution de l’infection et montre qu'il n’y 
a guere d’influence de la richesse en spores de V’inoculum 4 partir 
d’un seuil voisin de 10000 spores par individu, qu’il s’agisse du 
pourcentage de mortalité ou de la durée respective des différentes 
phases de l’infection. Des doses de 500000 ou 1 million paraissent 
particulierement efficaces. th 

Les comptages de spores contenues dans les cadavres des diffé- 
‘rents lots confirment |’équivalence des résultats quelle que soit la dose 
injectée (tableau IV). 
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TaBLEAU IV 
Richesse en spores par cadavre, selon la dose injectee 


500 000 1 million 140 millions 100 millions 


10 000 


DOSES 100 000 


Nombre de larves .....- 11 12 16 17 10 12 
Nombre de spores par 

insecte (en milliards) : 
itu. = Miss, free «siete sac ee 3-2 
NIG Kel so oreth o aeoteorn De 1 


2° KSSAIS PAR INGESTION. 


De la terre contaminée par mélange avec un broyat de Ver blane 
malade dilué jusqu’a la teneur désirée en spores de B. popilliae souche 
Melolontha fut répartie dans les boites d’élevages. Ceux-ci furent faits 
& 24°C avec les trois stades larvaires. Trois concentrations furent 
expérimentées : 100 000, 500 000 et 5 millions de spores par gramme 
de terre. Chaque série comportait 20 insectes. 

D’aprés le tableau V, dans cet essai préliminaire, l’influence du 
nombre de germes incorporés au sol parait peu considérable : au bout 
de trois mois d’élevage, dans l’ensemble, la proportion de malades est 
sensiblement la méme pour la faible et pour la forte concentration, 
tout au moins avec les doses utilisées. Par conséquent, 100 000 spores 
par gramme de terre suffisent a assurer l’infection du sol. Les re- 
cherches se poursuivent pour déterminer la dose minima au-dessous 
de laquelle il ne faut pas descendre. 


TABLEAU V 
Action de la richesse en spores de la terre d’élevage 


Nombre de malades 
Nombre de spores —— = = ST 


par gramme de terre Larves Larves Larves 
du 1° stade du 2° stade du 3® stade 
100 000 4 2 4 
500 000 0 0 2 
5 000 000 3 6 


5. Action du nombre de passages sur la virulence 


Il arrive souvent que la virulence de bactéries pathogénes s’ac- 
croisse au cours de passages successifs dans des séries d’hétes de la 
méme espéce sensibles & la maladie. Brarp a tenté de vérifier ce 
phénomene dans le eas de B. popilliae puTKY sur les larves du Hanneton 
japonais. Ses chiffres attestent une trés grande variabilité mais révélent 
une tendance a l’accroissement de la virulence en fonction des passages. 

Nous avons examiné cette question pour les trois germes patho- 
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genes pour M. melolontha en faisant les repiquages par l’injection 
@Vhémolymphe prélevée dans un Ver blane vivant présentant les 
symptomes caractéristiques de la maladie et ayant atteint la phase 
de maturation définie précédemment. Cette hémolymphe était diluée 
dans de eau stérile pour que chaque individu soit injecté avee 500 000 
a 1 million de spores. Chaque passage était effectué sur une vingtaine 
de larves du troisieme stade en n’utilisant que des insectes ayant 
sensiblement le méme Age pour que l'état physiologique de Vhdte 
soit comparable d’une série A autre. 


TABLEAU VI 


Action du nombre de passages sur la virulence des maladies laiteuses 
t=) 
pour M. melolontha 


Nombre . Délai 

. ¥ Nombre de > : 4 nas 

Passage de larves Pourcentage d’apparition 
: Roe) malades : 

contaminées de la maladie 


A. — Bacillus popilliae souche Melolontha. 
RGHMEE Jz A. sho ten eres as 26 16 62% 10 a 18 jours 
MGWIOIICS obese Ge Ds Pee wahe 25 17, 68 % 22a41 — 
MEM OUSIORIE: tals statars  byus.° opapm wit 13 ii 55 % 174230 — 
B. — Bacillus popilliae purKy. 
ETGMNEOT coe gm age Reon sak mito ong 18 15 83% 16 a 20 jours 
WCERTOmI Ge es nae ota ct ste ae 26 26 100 % Ga 135 
POTS IOEHE si. 3 Atul synced tae © exe 30 13 [Saye 9a12 — 
RVR ERIOREL ES Store ote ateteye ante a are 26 11 42% 18 a30 — 
C. — Bacillus euloomarahae. 
PYOMMORi cede eels aertels arate a= 25 19 76 % 15 4 40 jours 
Depaiemean 8 Bade. cot Mees ae 27 15 55% pa 12 = 
SE POUSLCINE <q wislei'si =: « a0j090s wuniseiei 17 14 82% 9ai12 — 
(Sur Cetonia aurata). 
eqn a eae Sy mo Cem ricer 13 9 70 % 15 a 50 jours 
Le Sct Ome MAC, pogee Cee 15 13 86 % 10.443 = 
SRE OIS IBIS io cn 2 civ lncuopvineS sages 12 7 58 % 9417 — 


Dans le cas de B. euloomarahae Veffet sur des larves du troisieme 
stade de Cetonia aurata fut comparé a l’action sur M. melolontha. 

Les essais continuent, mais les données acquises jJusqu’a présent, 
rassemblées dans le tableau VI, indiquent qu’au bout de trois ou 
quatre passages la virulence ne parait pas s’étre modifiée, pour les 
trois souches considérées. Toutefois, ce n’est 1a qu’une indication 
car des modifications peuvent n’intervenir qu’aprés un nombre beau- 
coup plus grand de repiquages. 

Cependant, nous retiendrons de cette étude que la souche fran- 
gaise de maladie laiteuse conserve sa virulence au cours de passages 
d@’héte & hote au moins aussi bien que la souche américaine de B. popil- 


liae. 
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6. Effet de la métamorphose 


Pour Popillia japonica, contrairement & Popinion de LANGFORD, 
Vincent & Cory qui prétendent que les larves atteintes par B. populiae 
DurKy sont capables de se métamorphoser, BEARD conclut que les 
insectes ne peuvent se nymphoser que si le germe en est encore au 
stade de incubation. Lorsque les spores sont mtres, la nymphose 
est impossible. 

Nous avons cherché & voir d’une fagon analogue, quelle était 
Vinfluence de la contamination par B. popilliae souche Melolontha 
sur la métamorphose de M. melolontha. 

Dans ce but des injections de spores ont été pratiquées sur des 
larves de troisieme stade, sur des nymphes ou des insectes parfaits. 
Dans tous les cas, les élevages furent maintenus a 24 °C. 

Dans plusieurs séries d’injections réalisées sur des larves du 
troisieme stade, il est arrivé 4 diverses reprises que des prénymphes 
se forment a la fin de l’essai. En général, ces insectes ont une hémo- 
lymphe stérile mais, dans quelques cas, nous avons noté la présence 
de B. popilliae. Ainsi, dans dix lots de vieilles larves du troisieme 
stade ayant subi une injection de spores, nous avons eu 14 nymphes 
et 35 prénymphes normales et 9 prénymphes contenant la maladie 
laiteuse. Toutes ces prénymphes vivantes ne montraient aucun symp- 
tome particulier, seuls les frottis révélent la présence des germes 
caractéristiques de l’affection. Trois prénymphes examinées six jours 
apres leur formation ne renfermaient que des batonnets, mais dans 
cing prénymphes agées de quatorze jours de nombreuses spores se 
trouvaient mélangées aux formes bacillaires et dans une autre au bout 


de vingt et un jours, les spores étaient en majorité par rapport aux 
batonnets. 


Par conséquent, conformément & Vopinion de BrarpD pour 
Popilliae japonica, la souche francaise de B. popilliae est susceptible 
de se développer au moins pendant le début de la métamorphose de 
M. melolontha. 

Nous avons tenté de vérifier ce phénoméne en injectant directe- 
ment la maladie & des prénymphes, malheureusement les deux essais 
effectués se sont soldés par un échec A cause de la mortalité survenue 
dans les jours qui suivirent l’injection. Un individu survivant se 
trouvait toutefois au bout de neuf jours au début de la phase de sporu- 


lation. Ce qui confirme la compatibilité de la nymphose et du déve- 
loppement de la bactérie considérée. 


Cependant, les nymphes semblent représenter un stade peu favo- 
rable & l’évolution de la maladie laiteuse comme en témoigne le 
tableau VII : le pourcentage de nymphes malades est la moitié de 
celui qu’on enregistre dans le cas des larves et des imagos. Chez 
quelques individus les processus de métamorphose se sont poursuivis 
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apres Vinfection mais les Hannetons sont morts avant leur éclosion 
ou a la sortie de la dépouille nymphale. 


TABLEAU VII 


Influence du stade de M. melolontha sur la virulence 
de B. popilliae souche Melolontha 


Stade Nombre d’insectes Nombre Pourcentage 
injectés de malades de malades 
Tentcia . : q ar 5 PO oO 
Troisitme stade ....... \. 25 17 68 % 
2 13 7 54% 
ee ‘ € / 290 
INO PDE oi os S cetinn ah @ a 13 f on % 
» ( 5 95 0 
2 19 5 25% 
MYFADO Scie ect tee con iP 20 10 50% 
2. 24 18 715 % 


Par contre, les imagos se révélent sensibles 4 l’affection dans 
la méme mesure que les larves (tableau 7). 

Ces données préliminaires qui seront complétées par l’expérimen- 
tation en cours, mettent en évidence la possibilité de la poursuite 
de l’infection pendant la métamorphose. Toutefois, la plus grande 
résistance des nymphes d’une part, la sensibilité des insectes parfaits 
d’autre part, limitent la prolongation de la maladie; de sorte que dans 
la nature, il n’y a pratiquement pas de chances que les Hannetons 
adultes soient porteurs du germe. 


RESUME 

Nous avons comparé, au laboratoire, la virulence pour les larves du Hanneton ~ 
commun (Melolontha melolontha u.), ainsi que pour quelques autres espéces de 
Scarabeidae (Amphimallon majalis rsaz., A. solstitialis L., Oryctes nasicornis t., 
Cetonia aurata ut.) de quatre types de maladie laiteuse : le germe pathogéne dans 
la nature pour nos Vers blancs indigenes : Bacillus popilliae, souche Melolontha, 
B. popilliae putKy, B. euloomarahae BEARD, et B. lentimorbus Var. australis 
BEARD. 

Les essais effectués a la fois par injection intralymphale et par contamination 
de la nourriture montrent que la souche indigéne, B. popilliae souche Melolontha, 
est la plus virulente pour les larves de cette espece. Seule, elle est active par 
infection « per Os ». 

L’évolution de la maladie en fonction de la température a été étudiée en 
comparant B. popilliae « Melolontha » a B. popilliae putKy. Pour les deux germes 
il est nécessaire que la température soit supérieure a 15 °C, Voptimum étant 
voisin de 25 °C. 

Le nombre de spores injectées ou ingérées parait avoir moins d’importance 
& condition qu’il soit plus grand qu’une dose minimum, inférieure a 10 000 spores 
injectées a Vindividu. D’aprés les essais préliminaires réalisés jusqu’a présent, 
la virulence semble se conserver au cours des passages d’hote a héte aussi bien 
pour la souche frangaise que pour la bactérie américaine. 

Le déclenchement de la métamorphose est compatible avec la poursuite 
de Vinfection, mais la résistance des nymphes et la sensibilité des jeunes insectes 
parfaits empéche la contamination des imagos dans la nature. 
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ZUSAMMENFASSUNG 


In Laboratoriumsversuchen wurde die Pathogenitat von folgenden 4 verschie- 
denen Erregern der « Milchkrankheit » verglichen : Bacillus popilliae, Stamm 
« Melolontha » (in der Natur bei uns vorkommend und fiir einheimische Engerlinge 
von Melolontha pathogen), B  popilliae pur«y, B. euloomarahae BEARD. und 
B. lentimorbus, var. australis BEARD; diese wurden in ihrer Wirkung gegenuber 

folgenden Scarabiidenarten untersucht : Melolontha melolontha u., Amphimallon 
j majalis RAz., A. solstitialis 1.., Oryctes nasicornis L., Cetonia aurata L. 

Die sowohl! durch intralymphale Injektion als auch durch Versuchung der 
Nahrung durchgefiihrten Versuche zeigen, dass der einheimische Bakterienstamm 
(B. popilliae, Stamm « Melolontha ») der virulenteste fur die Larven dieser Spezies 
ist : nur dieser fiihrt nach peroraler Infektion zur Erkrankung. 

Der Einfluss der Temperatur auf die Entwicklung der Krankheit wurde 
an B. popilliae « Melolontha » und B. popilliae puTKyY verglichen. Beide Keime 
bendtigen mehr als 15 °C Warme, ihre Optimaltemperatur liegt bei 25 °C. 

Die Anzahl Sporen, die konsumiert oder injiziert wird, scheint weniger 
wichtig zu sein, sofern bei Injektionen der Minimalbetrag von 10000 Sporen 
pro Individuum erreicht wird. 

Den bis jetzt durchgefiihrten Vorversuchen nach zu schliessen, scheint 
sich die Virulenz des franzésischen sowie des amerikanischen Bakterienstammes 
durch Ubertragung von Wirt zu Wirt zu erhalten. Die Infektion dauert selbst 
bei Beginn der Metamorphose an, die Widerstandsfahigkeit der Puppen und 
der jungen Imagines macht jedoch einen Befall der letzteren in der Natur 
unméglich. ; 
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La Miniére (Seine-et-Oise). 


ESSAIS DE CULTURES DE TISSUS DE LEPIDOPTERES 
SUR MATIERES PLASTIQUES 


PAR 


A. AIzAwa et C. Vaco 


Les dernieres acquisitions en cultures de tissus d’Insectes rendent 
possible le développement de certaines cellules de Lépidoptéres 
dans des milieux mi-synthétiques, le maintien des cellules, la 
culture de tissus de plusieurs Insectes dans un méme milieu et enfin 
la dispersion enzymatique des cellules (1), (3), (5 4 8). Ces résultats 
nous font prévoir l’emploi de plus en plus courant de la culture de 
cellules pour diverses études en virologie des Insectes. 

Aussi, paraissait-il utile de mener parallélement aux progrés des 
cultures elles-mémes, des travaux visant 4 l’amélioration des techniques 
de la culture. 

Nous avons dans le passé étudié des micro-enceintes adaptées a 
la culture des cellules d’Insectes permettant l’emploi d’une quantité 
tres réduite de milieu ot l’application de la méthode en gouttes pen- 
dantes, tout en rendant possible le changement aseptique de milieu 
et observation microscopique ininterrompue (VaGco, 1958). 

Récemment, nous avons essayé de cultiver les cellules de Lépi- 
dopteres sur surfaces de matiere plastique, ces dernieres pouvant pré- 
senter de nombreuses facilités de maniement. En effet, pour la culture 
de tissus de Vertébrés ou de tissus humains et surtout pour celle des 
cellules cancéreuses, différentes matieres plastiques ont déja servi a 
lobtention de couches cellulaires in vitro. Ainsi, mentionnons les 
techniques employant les plaques d’ « Araldite » (Barsky, 1954) ou 
encore les alvéoles en série servant pour les « tests sérologiques sur 
culture » de certaines maladies a4 virus. 

Ces matiéres ont attesté une neutralité poussée vis-a-vis des 
cellules et ont permis un développement satisfaisant de fibroblastes 
de Vertébrés. Il était intéressant de voir quel était effet de ces 
substances sur les cellules cultivées & partir des Insectes, cellules qui, 
comme nous le savons, se multiplient bien plus difficilement que 
celles des Vertébrés, tout au moins en présence des substances de 
croissance actuellement connues. 
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Notre choix a porté sur les plaques en matiére plastique dont sont 
composées les alvéoles des tests sérologiques de la poliomyélite. Cette 
matiére est un composé de polyvinyle presque transparente malgré 
sa couleur légerement jaunatre lorsqu’elle est en lamelles minces. 

Ces plaques ne peuvent pas étre désinfectées par autoclavage, 
mais ane aseptie satisfaisante est obtenue par le trempage dans I’alcool 
& 95°C pendant vingt-quatre heures ou encore par l’exposition aux 
rayons ultra-violets. 

Apres de telles désinfections, deux sortes d’expériences ont été 
effectuées avec, comme test, la culture de gonades femelles de larves 
ou d’ovaire nymphal de Bombyx mori dans un milieu mi-synthétique 
décrit récemment (Vaco & CHASTANG, 1958 a et Db). 

a) D’abord nous avons comparé les cultures sur plaques en plas- 
tique avec celles effectuées sur lamelles de verre. Des morceaux de 
plaque de dimensions des lamelles couvre-objet, ont été découpés 
et désinfectés. Les explants ont été mis en culture en gouttes pendantes, 
lesquelles ont été posées d’une part sur les lamelles plastique, d’autre 
part, sur les lamelles en verre. Les préparations ont été renversées 
sur des lames creuses et scellées & laide de paraffine liquéfiée. 

b) Les plaques de polyvinyle prévues pour les tests sérologiques 
de la poliomyélite présentant un moulage spécial sous forme d’alvéoles, 
nous avons pensé ajouter a nos tests, la culture dans ces concavités. 
La comparaison ne pouvant étre faite avee des récipients de verre 
semblables, ceux-ci étant inexistants en technique de culture de tissus, 
nous avons évalué les résultats obtenus en alvéole comparativement a 
ceux obtenus par la culture sur lamelles. Dans ce but, les alvéoles ont 
été employées en sens inverse et ont porté sur leur fond, en goutte 
pendante, l’explant et le milieu (figure). 


4 2 5 


CULTURE DE TISSUS D’INSECTES EN GOUTTE PENDANTE 
DANS ALVEOLE EN POLYVINYLE 


1. Goutte pendante de milieu avec explant; 
2. Alvéole en polyvinyle soudée a la paraffine; 
3. Lame porte-objet. | 


L’émigration et le développement de fibroblastes a commencé a 
30 °C au bout de douze heures sur la surface de plastique, délai compa- 
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rable a celui observé sur surface de verre. La dispersion des fibroblastes 
autour de lexplant était comparable dans tous les types de culture. 
Notons que souvent le développement était plus rapide dans les alvéoles 
que dans les autres cultures, ce qui pourrait étre en rapport avec le 
volume d’air. 

La forme des fibroblastes cultivés sur verre et sur plastique n’a 
montré aucune différence sensible. L’apparition de vacuoles, phéno- 
méne assez irrégulier pour des raisons encore peu éclaircies, était 
comparable dans les deux cas mais d’une fagon générale réduite. Les 
cellules sont restées transparentes. 

En dehors de la culture elle-méme, il était intéressant d’examiner 
également les possibilités d’observation, de conservation et de colora- 
tion des cellules. En effet, au cours des divers travaux virologiques 
in vitro, on est souvent amené A examiner les Iésions A l’aide de colo- 
rations différentielles. 

L’examen direct des cultures vivantes 4 l’aide du contraste de 
phase n’a présenté aucune difficulté. 

Le contact de la matiere plastique étudiée avec les fixateurs 
Bouin, Bouin-Hollande, Formol salé, n’a amené aucune altération 
ni des cellules ni du support. 

La deshydratation dans la série des alcools peut se faire de la 
méme facon que sur lame de verre. Les colorations selon Pappenheim 
ou l’Hemalun-éosine orange, ont rendu des couleurs normales. 

Enfin, la conservation des préparations dans du baume du Canada 
est possible. Il ne faut cependant pas employer la lamelle plastique 
elle-méme comme couvre-objet car la visibilité a travers la surface 
plastique n’est pas aussi bonne qu’a travers le verre. La face « culture » 
de la plaque doit donc étre posée vers le haut, au contact d’une lamelle 
de verre couvrant la préparation. 

En conclusion, il apparait que la culture de tissus d’Insectes est 
possible sur la surface de certaines matiéres plastiques, notamment 
du groupe polyvinyle. Ce fait permet d’envisager, grace 4 la souplesse, 
a laptitude au moulage et a la nature incassable de ces matieres, de 
nombreuses facilités. Les opérations avec les alvéoles paraissent trés 
aisées. Ces matiéres étant peu onéreuses, les récipients de culture en 
plastique peuvent n’étre employés qu’une fois. Ces points seront 4 
considérer tout particuliérement lorsque les cultures de tissus seront 
envisagées 4 plus grande échelle en virologie des Insectes. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Es wird auf die Moglichkeit hingewiesen, plastische Kunststoffe fiir die 
Kultur von Insektengeweben zu benutzen. Die Entwicklung der Zellen auf 
Polyvinylchlorid-Folien ist ebenso gut wie auf Glas; es lassen sich auch fixierte 
und gefarbte Praparate herstellen, und die Kunststoff-Folien lassen sich mit 
Kanadabalsam zusammenkleben und aufbewahren. Die Vorteile von Kunststoff- 


Gefiissen werden hervorgehoben. é 
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MULTIPLICATION ET EXTRACTION DES CORPS D’ INCLUSION 
DE LA VIROSE INTESTINALE 
DE THAUMETOPOEA PITYOCAMPA scutrr. 


PAR 


D. Marrouret & G. Dusaussoy 


L’objet des travaux que nous rapportons, était d’effectuer la 
multiplication d’une virose cytoplasmique intestinale de la Chenille 
Processionnaire du Pin, Smithiavirus pityocampae pour obtenir, en 
quantité importante, une préparation pathogéne constituée par les 
« polyédres » qui sont les corps d’inclusion protéiniques de ce virus, 
et qui ont été décrits et caractérisés par Vaco (1958). 

La matiere infectieuse a base de polyédres était destinée a consti- 
tuer l’élément actif d’un traitement forestier exécuté sur une grande 
surface contre la Chenille Processionnaire du Pin, Thawmetopoea 
pityocampa scHiFF. Cette application pratique a été réalisée dans les 
premiers jours d’octobre 1958, dans le massif forestier du mont Ven- 
toux. Entreprise sous forme d’un poudrage aérien dont la dispersion 
a été effectuée par hélicoptere, l’expérimentation actuelle avait été 
précédée en 1956 et en 1957, d’expériences a échelle plus réduite, 
avec des suspensions aqueuses a base de polyedres; ces essais préli- 
minaires dont les résultats satisfaisants ont été rapportés par ail- 
leurs (1), (2), avaient permis d’établir, entre autres données techniques, 
qu’il doit étre épandu par pulvérisation une dose correspondant a 
1 200 milliards de corps d’inclusion de virus par hectare de forét pour 
provoquer le déclanchement de I’épizootie, et obtenir aprés des délais 
plus ou moins longs la mortalité totale des colonies larvaires de la 
zone traitée. 

La multiplication d’un virus est liée au métabolisme cellulaire, 
aussi en l’absence de techniques de « cultures » proprement dites, 
la production des quelques 240 000 milliards de polyédres de Smithia- 
virus nécessaires a la réalisation d’un traitement a aussi grande 
échelle a été effectuée par infection contrdlée sur des élevages massifs 
de Chenilles Processionnaires. Ce travail, poursuivi pendant plus 
de deux mois, a permis de recueillir en outre des données sur les 
conditions optima d’une bonne multiplication : préservation — de 
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, é core C = ? 
V’élevage de pertes provoquées par diverses maladies, obtention d une 
infection virale homogéne au moment du rendement optimum de virus 
par la chenille. 

Selon des numérations qui ont été effectuées au moment de la 
mort chez des chenilles virosées, la teneur totale en polyédres varie 
suivant les individus; le rendement en corps d’inclusion a été estime 
par chenille a : 


35 A 50 millions de polyédres chez le 3° stade larvaire 
OU ie BOOU mies — — 4F = == 
900 a2 1700 — = == oo == — 


Compte tenu de ces observations préliminaires plus de 200 000 che- 
nilles ont été récoltées au début du 5¢ Age, en février 1958 sur les 
pentes du mont Ventoux, et elles ont été mises en élevage dans trois 
locaux : 4 Carpentras et Loriol dans le Vaucluse, et & La Miniere. 

Les élevages ont été mis en place, a l’intérieur des locaux, sur 
des jeunes arbres de pépiniére ou des branches de Pin, plantés dans 
des récipients plastiques. Ces supports végétaux au nombre de 175, 
ont été disposés dans les salles d’élevage, de maniere 4 constituer des 
haies de feuillage de Pin atteignant environ 2,5 metres de hauteur et 
pres de 2 metres d’épaisseur chacune. Des couloirs ménagés entre ces 
haies permettaient les diverses manipulations, l’entretien et le renou- 
vellement du feuillage ainsi que la récolte des cadavres. 

Plus de 1 300 nids, 1 335 colonies au total, ont été fixés sur les 
branches de ce dispositif. Les seaux plastiques étaient remplis d’eau, 
afin de limiter les tentatives d’évasion des chenilles en procession. 
Malgré l’importance de la réserve d’aliment végétal ainsi constituée 
des apports de nourriture complémentaire ont été fréquemment néces- 
saires; ils ont été distribués sous forme de guirlandes, d’une dizaine 
de rameaux chacune, déposées ou accrochées sur les branches partiel- 
lement ou totalement défeuillées du dispositif initial. 

L’infection des chenilles a été réalisée « per os » en pulvérisant 
sur le feuillage une suspension aqueuse préparée & la concentration 
de 1 g par litre avec une poudre riche en virus, qui titrait plus de 
7 milliards de polyédres par gramme. 


_En raison de l’hétérogénéité des populations larvaires, la pul- 
vérisation a été renouvelée 5 jours aprés le premier traitement et les 
10° et 15° jours, un complément de feuillage traité a été distribué 
dans chaque élevage. Il a été utilisé ainsi 160 g de poudre concentrée 
dont la préparation au Laboratoire de La Miniére avait été réalisée 
en 1957, & partir de 2 000 cadavres virosés au 3° stade. 


bea : 5 re we 
L évolution du processus infectieux a été suivie par des obser™ 
vations réguliéres au cours desquelles il a été procédé : 


*1° A Pobservation rigoureuse, pendant toute la durée de la 
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multiplication, des conditions de température et d’humidité de chacune 
des salles d’élevages temporaires, dont l’atmosphére n’était pas condi- 
tionnée. 


2° A un contréle journalier de l’activité alimentaire des chenilles 
qui a été appréciée quantitativement par des relevée coprométriques. 


3° A un contréle biologique par dissection de chenilles prélevées 
au hasard, et dans lesquelles l’observation des symptémes de la 
maladie caractérisés par Vaco (1958) sur le mésointestin, a permis 
de suivre la progression de la maladie. 


4° A des contrdles pathologiques effectués au Laboratoire de 
eytopathologie d’Alés sur des chenilles prélevées chaque semaine. 


5° Au ramassage quotidien des cadavres, 4 l’extérieur des nids, 


tombés sur le sol ou dans les récipients. Les cadavres demeurés a 
Vintérieur des nids ont été recueillis 4 la fin de la campagne. 


La mortalité épizootique par Smithiavirus a commencé & se 
manifester dans les élevages, deux semaines aprés le premier traitement; 
elle s’est accrue ensuite progressivement, et 4 partir de la troisiéme 
semaine, elle s’est poursuivie régulierement pendant encore quatre 
semaines. 

Dans deux des salles d’élevage, Loriol I et IV, les contréles biolo- 
giques et pathologiques ont mis en évidence, quinze jours apres 
Vinfection « per os » apparition d’une septicémie bactérienne associée 
a la virose a Smithiavirus. Cette complication de la virose épizootique 
est caractéristique d’un enchainement dans lequel, comme I’a décrit 
Vaco (1956) «les lésions virusales passent au second plan, bien qu’elles 
continuent a évoluer vers le syndrome de virose généralisée. L’évolu- 
tion plus rapide de la septicémie fait dévier le processus et crée le 
syndrome mortel définitif consistant en une septicémie ». Le germe 
responsable de Ja septicémie a été isolé par Vaco qui I’a identifié a 
une bactérie sporulée'du type Mycoides. 

Il ne nous a pas été possible de porter un jugement a posteriori 
sur l’état sanitaire des chenilles de Thawmetopoea qui avaient été 
prélevées dans la nature et mises en élevage pour la production du 
virus. Chez cette espéce, Vaco (1956) a constaté fréquemment dans 
la nature des affections septicémiques a I’état sporadique, et il semble 
que les conditions atmosphériques particulieres des locaux I et IV 
de Loriol (hygrométrie comprise entre 72 et 85 % de H.R., et tempé- 
rature moyenne de 10,5 °C) aient été des facteurs favorisant l’extério- 
risation du complexe virose-septicémie. 

L’accélération du processus mortel par effet synergique des 
deux affections sous l’influence de certaines conditions de température 
et @humidité a pu étre reproduit expérimentalement en chambre 
climatisée & La Miniére, avec des chenilles provenant d’un élevage 
normal de Carpentras. Cinq nids de chenilles ont été placés en atmos- 
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phére confinée 4 80 % (+ 5) d’humidité relative et 20 °C, tandis que 
cing autres nids étaient soumis a une atmosphere renouvelee, et a 
65 % (+ 5) d’humidité relative et 15 °C. Ces colonies ont été infectées 
« per OS » avec une suspension de polyedres du méme type que celle 
utilisée pour la multiplication. Dans chacune des conditions experi- 
mentales, un nid était réservé aux prélévements pour les contrdles 
biologiques par dissection. Le 15° jour, deux nids de chacune des deux 
conditions étaient permutés d’une condition a l'autre, Pun pour 
observation des contréles de. mortalité, l'autre pour les contrdles 
biologiques. 


— Sur les colonies demeurées pendant toute la durée de l’expé- 
rience a 15 °C et 65 % H.R., la mortalité épizootique par Smithiavirus 
a commencé & se manifester le 20° jour aprés l’infection; le 49° jour, 
la mortalité était totale. 


— A 20°C et 80 % H.R., le complexe virose-septicémie se mani- 
festait aprés dix jours seulement et la mortalité atteignait 100 % 
au 21¢ jour. 


TABLEAU I 


Matériel utilisé pour la multiplication du virus 
Quantité de poudre de polyedre n° 77-230, et rendement en cadavres 
de Processionnaires du Pin au 5° age 


Nombre de Nombre Nombre Quantité de Nombre 
cheeraee ahi sex de . poudre 77-230 de cadavres 
pins ey aay a a nids utilisée (en g) —_recueillis 
Carpentras : 
I Aatigupepsorerte 15 16 200 15 15 844 
LT anh tea age 18 20 250 24 24 010 
UW goa. Ait, 18 32 150 34 31 625 
Loriol : 
I Prec Sidhe’ 10 10 65 | 7 10 555 
Let aos Ores 24 6 130 6,5 14475 
A acai, acca 16 8 115 8,5 10 979 
DV ip tices teats 37 20 225 20 34 761 
aw Minlone fe ast isley a. 04s 40 20 200 45 26 630 
DOLD crore co crear tates as 175 132 1 335 160 168 879 


(*) Les récipients plastiques utilisés pour planter les jeunes pins ou les branches sont en nombre 
identique. 


(**) 1 guirlande = 10 rameaux, et il f 


aut utiliser 3 g de poudre n° 77-230 en suspension pour 
traiter 6 guirlandes. 


— Il n’a pas été observé de différence entre les nids passés de 
159/65 % & 209/80 % et ceux demeurés A 159/65 %. 

— Dans les colonies passées de 209/80 % & 159/65 %, l’évolution 
de la septicémie a été sensiblement enrayée, et la mortalité a atteint 


100 % le 27° jour, un certain nombre de cadavres présentant les 
symptomes typiques de l’infection virusale. ' 


bo 


~ 
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TABLEAU II 


7 : 
Comparaison de la production de virus 
apres extraction entre les cadavres récoltés sur nids et au ‘sol 
et les cadavres recueillis noyés et production totale de virus en 1958 


Volume de 


Nombre de Volume de filtrat Teneur en Nombre Nombre de 


cadavres filtrat en ce polyédres total de polyédres 
rere edece pour 1000 © milhards polyedres par cadavre 
Eadavnee par ce en milliards en milliards 
1° Cadavres récoltés sur nids et au sol: 
Carpentras ers re 67 192 35 500 528 Z,.930 104 227 1,551 
Loriol Sere te eee 42 261 17 200 406 2,894 49 792 1,178 
Ha, Miniére. .. 0 2 oe 16 249 7 462 459 2,683 20 025 Pay) 
Totaux et moyennes 125 702 60 162 478 2,892 174 044 1,464 
2° Cadavres recueillis noyés : 
Carpentras et Loriol. 34 696 15 100 435 3,459 52 245 1,505 
La. Miniére..<.....26% 10 381 7 950 765 3,561 28 317 Qe oa 
Totaux et moyennes . 45 077 23 050 511 3,495 80 562 1,787 


3° Production totale de virus au cours de la multiplication effectuée en 1958. 
170 779 83 212 487 3,059 : 


606 1,490 


be 
ot 
> 


, 


Apres l’amélioration des conditions climatiques dans les élevages 
de Loriol I et IV, le complexe virose-septicémie a4 partiellement 
disparu, et l’affection a Smithiavirus a pu étre caractérisée de nouveau. 
Pres de 170000 cadavres virosés ont été recueillis dans l’ensemble 
des élevages et le tableau I ci-contre, montre les quantités de matériel 
qui ont été utilisées dans chacun des élevages, ainsi que leur rendement 
en cadavres. Le rendement moyen est aisément calculé et il atteint 
126 cadavres par nid. 

L’extraction des corps d’inclusion de virus, et leur purification, 
ont été réalisées au Laboratoire de La Miniere, 4 partir des cadavres 
virosés. 

Par broyage dans un broyeur pulpeur Latapie, les cadavres ont 
été transformés en une pulpe épaisse débarrassée des débris de tégu- 
ments chitineux. La pulpe obtenue a été soumise 4 une fermentation 
protidique, pour réaliser par la dégradation des débris de tissus une 
libération totale des corps d’inclusion de virus. Apres quinze jours de 
fermentation, la pulpe a été filtrée au filtre presse, et la suspension 
liquide concentrée qui en a été extraite a été filtrée de nouveau, sous 
vide au travers d’un filtre en nylon tissé, 4 mailles de 100 p de dia- 
metre. 

Selon les numérations effectuées dans la cellule de Malassez, les 
83 litres de filtrat purifié obtenus contenaient environ 3 milliards de 
polyédres par centimetre cube, et une faible quantité de débris cofiltrés 


5* 


258 D. MARTOURET ET G. DUSAUSSOY 


dont la présence n’a pas paru présenter d’inconvénients pour la réduc- 
tion de cette manitre active brute liquide en poudre. 

Le tableau II, montre aprés extraction, l’ensemble des résultats 
obtenus au cours de la production des polyédres de Smithiavirus 
pityocampae. ie 

Compte tenu de la teneur en polyédres de la poudre utilisée pour. 
réaliser V'infection des chenilles, le coefficient de la multiplication du 
virus sur matériel vivant est supérieur a 200, avec un rendement qui 
atteint en moyenne aprés extraction 1,49 milliard de polyédres par 
cadavre au 5° stade larvaire. 

Pour la préparation de la poudre destinée au traitement il a été 
utilisé 72 litres du filtrat purifié. 


Les 72 litres de suspension liquide de corps d’inclusion ont été 
fixés par adsorption sur un support du type bentonite pour obtenir 
une poudre primaire 4 10 % de teneur en eau. 

Au moyen de supports appropriés, étudiés au laboratoire de 
La Miniére, en collaboration avec le laboratoire de Phytopharmacie, 
cette poudre primaire 4 haute teneur en matiére active, a été condi- 
tionnée en poudre pour poudrage aérien; il a été ainsi produit : 
9 tonnes de poudre titrant 0,72 % de matiere active, et 225 kilogrammes 
de poudre concentrée titrant 3,5 % de matiere active. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Hine umfangreiche Zucht von Kiefernprozessionsspinnern, die im vergan- 
genen Winter durchgefiihrt wurde, gestattete die Vermehrung der Einschlusskér- 
per oder Polyeder, um die nétige Menge Wirkstoff fiir die Behandlung eines 
Kiefernwaldes zu erhalten. 

An drei verschiedenen Orten, wurden insgesamt 200 000 Raupen in 1 300 Nes- 
tern geziichtet. Eine Zucht von solehem Ausmasse forderte waihrend der zwei 
Monate dauernden Arbeiten die Lésung verschiedener technischer Probleme. 

Die Raupen wurden « per os » mit konzentriertem Viruspulver infiziert. 
Die cytoplasmischen, intestinalen Polyeder, die den pathogenen Wirkstoff darstel- 
len, wurden aus tiber 170 000 der vom Virus infizierten Raupen, die als Kadaver 
eingesammelt worden waren, extrahiert. 

Durch Zerquetschen wurden die Kadaver in einen von Chitinund Haut- 
uberresten befreiten, dickfliissigen Brei umgewandelt. Wahrend des nachfolgenden 
area oy wurden die Gewebe aufgelést, wodurch die Polyeder vollstindig frei 
wurden. 


Nach 14- tagigem Faulen wurde der Brei filtriert und eine konzentrierte 
Suspension gewonnen. 

Die Konzentration des gereinigten Filtrates war in der Gréssenordnung 
von ungefihr 3 Milliarden Polyeder pro Kubikzentimeter. Die wenigen mit- 
filtrierten Verunreinigungen schienen die Verarbeitung dieser Stammlésung in 
ein Stéubemittel nicht zu Beeintrachtigen. Durch die Mischung des Wirkstoffes 
mit einem geeigneten Trigerstoff erhielt man 10 Tonnen Virus-Staubemittel, 
gebrauchsfertig fiir die Verstaubung mittels Helikopter. 
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ZUR ISOLIERUNG UND KULTUR INSEKTENPATHOGENER 
ENTOMOPHTHORACEEN 


VON 


EK. MULLER-K6cLER (*) 


Einleitung 


Insektenpathogene Pilze aus der Familie der Entomophthora- 
ceen und hier besonders aus den Gattungen Empusa und Ento- 
mophthora kénnen in Insektenpopulationen plétzlich seuchenartig 
auftreten und wirtschaftlich bedrohliche Massenvermehrungen eines 
Schadlings in wenigen Tagen ausléschen. Es gibt — neben einigen 
Virosen — kaum noch andere biologische Begrenzungsfaktoren, die 
so schnell und weitgreifend wirken wie Entomophthoraceen-Epizoo- 
tien. So tritt z.B. Empusa aulicae REIcH. in Frankreich als Be- 
grenzungsfaktor fiir die in Weinbergen schadlichen Raupen von 
Arctia caja u. (PICARD, 1914) und in Deutschland fiir die im Forst 
schadlichen Raupen von Panolis flammea SCHIFF. immer wieder 
entscheidend auf. Entsprechende Beobachtungen liegen seit denen 
von Bari (1868, 1869, 1870) zahlreich vor. 

Die Bedingungen, unter denen diese Pilze derart wirksam werden, 
sind nur unvollstandig bekannt. Sehr oft scheint feuchtkiithles Wetter 
den Ausbruch von Epizootien zu begiinstigen (vgl. z.B. MULLER-K6GLER, 
1941). Ihr Umsichgreifen ist dann aber vielleicht weniger von der 
Luftfeuchtigkeit abhangig, als es bei anderen Pilzepizootien der Fall 
ist. Die primaéren Entomophthoraceen-Konidien besitzen vom 
Abschleuderungsvorgang her eine als Verdunstungsschutz dienende 
Protoplasmaschicht; sie kénnen daher selbst auf trockenen Ober- 
flachen keimen (Bartrp, 1957). Dazu diirfte auch die Feuchtigkeit 
beitragen, welche die wasserreichen Konidien in ihrem Zellinhalt 
mitbringen. Im einzelnen sind diese Verhaltnisse noch nicht unter- 
sucht. Barrp (l.c.) weist auch darauf hin, dass ausser Temperatur 
und Luftfeuchtigkeit offenbar noch weitere infektionsentscheidende 
Aussen-Faktoren vorhanden sind. Ein Nachteil der Entomophtho- 


(*) Nach einem Vortrag im Kolloquium der C.1.4.B. tiber Insektenpathologie 
und mikrobiologische Bekaémpfung, Paris, Oktober 1958. 
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raceen, wenn man ihre praktische Anwendung ins Auge fasst, ist die 
kurze Lebensdauer der Konidien, die nur einige Tage betragt. Es 
werden von zahlreichen Arten als weitere Fruktifikationsorgane zwar 
Dauersporen gebildet, doch wissen wir tiber die Bedingungen, die zu 
ihrem Auskeimen fiihren, bisher nur, dass dabei chitinspaltende 
Bakterien eine Rolle spielen (ScHWEIZER, 1948). Ob die auch in 
Kulturen zu gewinnenden Hyphenkérper fiir kiinstliche Infektionen 
in Frage kommen, ist ungeklart. Der grossen wirtschaftlichen Bedeu- 
tung der Entomophthoraceen stehen nur relativ wenige Arbeiten zur 
Klarung ihrer Biologie gegentiber. Dies liegt vor allem daran, dass 
Isolierung und Kultur dieser Pilze besondere Schwierigkeiten machen. 


Bisher Bekanntes 


Versuche zur Kultur von Entomophthoraceen sind in friiheren 
Jahren durchweg unbefriedigend verlaufen (Lit. bei SAwYER, 1929). 
Erstmalig hat offenbar SPEARE (1912) eime Entomophthoracee, und 
zwar Entomophthora pseudococci SPEARE, auf verschiedenen Nahrbd- 
den laufend kultiviert und dabei den ganzen Entwicklungszyklus des 
Pilzes erhalten. Er benutzte als Substrate verschiedene Agar- 
Nahrbéden, Kartoffelstiicke, Kartoffel-Agar, Hafer-Agar und Rettich- 
stiicke; die drei letzten waren am geeignetsten. Mo.niiarp (1918) 
konnte Entomophthora henrici MOLLIARD auf sterilisierten Insekten- 
larven und Mohren, am besten, d.h. mit reichlicher Konidienbildung, 
auf autoklavierter Rinderleber ziichten. Die ersten ausfiihrlichen 
Versuche zur Kignung verschiedener Nahrbéden stellte SawYER (1929) 
an. Er kultivierte 3 Arten (Entomophthora sphaerosperma FRES., 
Entomophthora pseudococct SPEARE, Empusa sp.) auf zahlreichen 
sterilisierten, nattirlichen Substraten (Fleischarten, Vegetabilien, 
Milch, Ki) und auf Agar-Nahrbéden. Fiir die Kultur von Entomo- 
phthora sphaerosperma bewihrten sich am meisten autoklavierte 
Stiicke von Kartoffeln und « swordfish » (Xiphias gladius u.). Enypusa 
gryllt (FRES.) NOWAK. scheint McMartin (1934) auf verschiedenen 
Nahrbéden gezogen zu haben. Von Esaxt & Hasnimoro (1986) 
wurde Entomophthora delphacis auf Nihrbéden kultiviert. ScHWEIZER 
(1936, 1987, 1948) wandt seine Kaltsterilisationsmethode an, um 
Kultursubstrate, wie Fleischabfalle oder Fleischwasser-Gelatine mit 
Zusatz von Blut oder Serum, keimfrei und fiir die Kultur von Entomo- 
phthoraceen, hauptsachlich Empusa muscae Cohn, geeignet zu machen. 
Nach seinen Angaben kultivierte er auch Empusa grylli, Empusa 
culicis BRAUN, Empusa aulicae, Entomophthora tipulae FREs., Ento- 
mophthora aphidis worrm. und Entomophthora sphaerosperma. Er 
hielt, offenbar in Unkenntnis der Arbeit von SAWYER (1929), heiss 
sterilisierte Nahrbéden generell fiir ungeeignet. Die Erfolge mit kalt 
sterilisierten N&éhrbéden sollen auf die Schonung der in den Substraten 
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vorhandenen und fiir die Entomophthoraceen notwendigen Enzyme 
zurickzufiihren sein. 1940 beschrieben Untyerr & ScHonken die 
Kultur von Entomophthora sphaerosperma auf einem halbfesten 
Glukose-Pepton-Gelatine-Nahrboden. Bei der Isolierung und Kultur 
von Entomophthora coronata (cost.) KevorkIAN verzeichnete Harris 
(1948) geringe Myzelbildung aber zahlreiche Sporen auf Ather- 
extrahiertem Eidotter, langsamen Wuchs auf Fleischextrakt-Gelatine- 
Agar ohne und mit Glukose, dagegen gutes Wachstum und gute 
Konidienbildung auf Malz-Agar. Dresner (1949) isolierte und 
kultivierte Empusa americana THAXxt. auf Kartoffel-Glukose- und auf 
Melasse-Agar, Rockwoop (1950) Entomophthora aphidis auf natiir- 
lichen, sterilisierten Substraten (Fleisch, Vegetabilien, Eigelb, Ei- 
Milch-Zubereitungen). Entomophthora sphaerosperma wurde auch von 
TURIAN (1952) in Kultur genommen. Er erhielt, von Konidien aus- 
gehend, auf Fischfleisch ein schwaches Myzelwachstum.  Schliesslich 
konnten Wo LF (1951) Empusa apiculata THAXT. sowie Entomophthora 
coronata und Smiru (1958) die letztere in synthetischen, chemisch 
definierten Nahrlésungen, die Mineralsalze, Zucker und Aminoséuren 
enthielten, ziichten. MacLrop (1956) gelang die Isolierung einiger 
Empusa spp., wenn befallene Insekten nach einer Oberflachendes- 
infektion mit Natriumhypochlorit auf Sabouraud-Maltose-Agar gelegt 
wurden. Neuerdings haben Hatt & Dunn (1957, 1958) drei Ento- 
mophthoraceen nicht nur isoliert und kultiviert, sondern auch solche 
Kulturen in grosser Zahl fiir die biologische Bekampfung von The- 
rioaphis maculata (BUCKTON) auf Alfalfa in Kalifornien verwandt. 
1956 wurden 1754 Kulturen in paraffinierten 1/4-pint Pappbechern 
hergestellt und benutzt. Zwei Arten, Entomophthora coronata und 
Entomophthora virulenta HALL ET DUNN, waren offenba vanspruchsloser 
und liessen sich auf Sabouraud-Agar ztichten. Die dritte Art, Ento- 
mophthora ewxitialis HALL ET DUNN, war dagegen anspruchsvoller, sie 
ben6tigte zu dem genannten Nahrboden einen Zusatz von 5 % ge- 
mahlenem « breakfast cereal » (Special « K » der Kellog Co.). Nach » 
von Dr. Haut freundlicherweise zugesandten Angaben enthalt dieses 
auf Getreide, Trockenmilch, Hefe und Zucker basierende Produkt 
vor allem Proteine, Kohlehydrate, Mineralsalze, C- und D-Vitamin 
sowie B-Vitamine. 


Den positiven Ergebnissen stehen negative oder unbefriedigende 
gegeniiber. Hierfiir einige Beispiele : SkarFE (1921) brachte Konidien 
von Empusa muscae auf Eidotter und Kolostrum, die in Schrag- 
Rohrchen sterilisiert worden waren, zur Keimung. Nach 2-3 Tagen 
starben die Keimschlauche jedoch ab. Seine Versuche zur Kultur 
von Empusa grylli verliefen negativ. Nach SpEARE (1922) gelang die 
Kultur von Entomophthora fumosa spEARE nicht. Viscas (1939) 
konnte die von ihm neu gefundene Empusa dysderci nur unter grossen 
Schwierigkeiten auf autoklavierten Insekten zum Wuchs_ bringen. 
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Henprickx (1943) misslangen Kulturversuche mit Empusa_ grylli. 
DomenicuIni & VAGo (1955) stiessen ebenfalls bei der Isolierung von 
Empusa grylli auf erhebliche Schwierigkeiten, obwohl sie etwa 
20 Nahrsubstrate, darunter auch nach den Vorschriften von SAWYER 
(1929) hergestellte, benutzten. Schwaches Wachstum und geringe 
Konidienbildung erfolgten auf Kartoffel-Insekteneierextrakt-Gela- 
tine. Die Kulturen gingen aber spatestens bei der dritten Weiter- 
impfung zugrunde. 

Die Schwierigkeiten bei Isolierung und Kultur der insekten- 
pathogenen Entomophthoraceen spiegeln sich auch wieder in der 
geringen Zahl von Stimmen in Kulturen-Sammlungen. So sind nach 
den Listen der wichtigsten Sammlungen beim « Centraalbureau voor 
Schimmeleultures », Baarn/Holland (1950, 1953) vorhanden : Empusa 
sp., Entomophthora coronata, Entomophthora sphaerosperma und eine 
vielleicht zu den Entomophthoraceen gehérende Massospora sp.; in 
der « American type culture collection », Washington/USA (1949, 
1952) : Entomophthora coronata. Die Liste des « Centre de collections 
de types microbiens », Lausanne/Schweiz (1952), fiihrt ausserdem noch 
eine Entomophthora sp. und eine frdl. briefliche Mitteilung dieser 
Institution noch Empusa grylli und Empusa muscae an. 


Eigene Versuche mit Hiihnerei-Substraten (*) 


Bei dem Interesse, das die Entomophthoraceen als nattrliche 
und eventuell auch kiinstliche Begrenzungsfaktoren sicher verdienen, 
kam es uns zuniéchst darauf an, fiir Isolationen einen méglischst ein- 
fachen und sicheren Nahrboden zu finden. Dieser sollte auch die 
Bildung typischer Species-Merkmale, wie der Konidien und evtl. der 
Dauersporen, erméglichen. Bei Durchsicht der Literatur fiel auf, 
dass Hiihnerei-Dotter dfters als besonders geeignetes Medium hervor- 
gehoben wird. Man benutzte ihn allerdings immer nur in sterili- 
sierte Form. Nach den Arbeiten von ScHWEIZER schien es uns 
wichtig, den Naihrboden méglichst schonend zu behandeln. So kamen 
wir anfangs zu dem in seinem Innern von Natur aus sterilen Hiihnerei. 
Kin von Baarn bezogener Stamm von Entomophthora sphaerosperma 
wurde nach Offnen der Hischale am stumpfen Kipol teils auf, teils 
unter die Hihaut, teils in den Dotter hinein geimpft. Das Loch in 
der Schale wurde dann mit Tesafilm verschlossen. Die Ergebnisse 
waren unbefriedigend. Es kam nur in einigen Fallen zu begrenztem 
Myzelwachstum, wobei das Aussehen des Myzels wahrscheinlich 
machte, dass hier der eingeimpfte Pilz vorlag. Dieser hatte seine 
Fahigkeit, Konidien zu bilden, verloren; eine sichere Identifizierung 
war daher nicht méglich. — Wir wandten uns dann aus Eiern berei- 

(*) Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danke ich fiir Unterstiitzung der 


Arbeiten durch Sachbeihilfen, Frau M. Besr auch an dieser Stelle fiir ihre Hilfe bei den 
Versuchen. 
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teten Substraten zu. Als im Sommer 1956 durch Empusa aulicae 
verpilzte Raupen von Euproctis chrysorrhoea UL. eingesandt wurden, 
versuchten wir, die Konidien auf Kidotter, der sich an der Innen- 


seite von Petrischalen-Deckeln befand und 15 Min. im Dampf sterili- 


ABB. 1. — Von Ectobius lapponicus wu. isolierte Entomophthora sp. Links ohne 
Wachstum auf Malzextrakt-Pepton-Agar, rechts tppiges Wachstum auf 
Hiihnerei-Dotter, der bei 80°C koaguliert wurde. 


siert worden war, zur Keimung zu bringen. Dies misslang jedoch. 
Dagegen hatten wir Erfolg, als wir auf sterile Objekttrager geschleu- 
derte Konidien auf Vollei-Schragrohrchen brachten. Diese waren 
15 Min. bei 110 °C autoklaviert worden. Das Anwachsen des Pilzes 
erfolgte hier allerdings sehr langsam. Wir forderten es, indem wir 
etwas sterilisierte Vollmilch in das Réhrchen gaben und sie von Zeit 
zu Zeit iiber die beimpfte Stelle laufen lessen. — Spater priiften wir 
das Wachstum dieses Stammes auf Dotter, Kiweiss und Vollei, wobei 
diese Substanzen in Schrag-Rohrchen teils nur bei 80 °C koaguliert, 
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teils bei 110 °C 15 Min. autoklaviert worden waren. Es zeigte sich, 
dass reines Eiweiss, einerlei ob nur koaguliert oder sterilisiert (iiber 
das in ihm enthaltene bakterizide Avidin vgl. BAUMGARTNER, 1957), 
und nur koaguliertes Vollei ungeeignet sind. Dagegen schienen 
sterilisiertes Vollei, nur koagulierter oder sterilisierter Dotter mehr 
oder weniger geeignet. Wir kamen schliesslich zu dem nur koagu- 
lierten Dotter, da manche Stamme auf ihm am besten wuchsen. 
Wir gingen auch von der Uberlegung aus, dass SCHWEIZER (1948) 
mit Nahrbéden, die nicht durch Hitze sterilisiert worden waren, 
offenbar gute Erfolge hatte und dass in unserem Falle die Warme 
beim Koagulieren des Dotters (80 °C im Trockenschrank 40-50 Min.) 
fiir viele Stoffe sicher schonender ist als die Hitze beim Sterilisieren 
(2 mal 100 °C, je 20 Min. oder 110 °C, 15 Min.). — Vielleicht wiirde in 
manchen Fallen sterilisierter Dotter die gleichen Dienste tun wie 
lediglich koagulierter. Da aber nach der Literatur die Anspriiche 
der einzelnen Arten offensichtlich sehr unterschiedlich sind und man 
nicht im voraus weiss, wie anspruchsvoll die zu isolierende Art ist, 
erscheint es uns sicherer, fiir Isolationen das bessere Medium, den nur 
koagulierten Dotter, zu benutzen. 

Mit seiner Hilfe konnten wir in der folgenden Zeit eine Ento- 
mophthoracee von eier Diptere, eme Empusa sp. von Aphis fabae 
scop. und eine Entomophthora sp. von Ectobius lapponicus L. isolieren 
und kultivieren. Fir die laufende Kultur der Staémme ist dieser 
Nahrboden ebenfalls ausgezeichnet geeignet, da Wuchs und Koni- 
dienbildung auf ihm sehr gut sind. Abb. 1 zeigt das tippige Wach- 
tum der von Ectobius lapponicus isolierten Entomophthoracee auf 
koaguliertem Dotter und das fehlende auf Malzextrakt (3 %)-Pepton 
(0,5 %)-Agar (3 %). — Eine Verfliissigung des Dotters durch die von 
uns benutzten Arten wurde nicht beobachtet. 


Zusammenfassend sehen wir die Vorteile der Isolierung insek- 
tenpathogener Entomophthoraceen mittels koaguliertem LEidotter 
in folgenden Punkten : 


1. Das Substrat, z.B. in Form von 15-30 Dotter-Schragréhrchen, 
lasst sich in etwa 5 Stunden zubereiten. Es ist also schnell zur Hand, 
wenn geeignetes Material vorliegt, das unter Umstanden schnell 
verarbeitet werden muss. Voraussetzung ist lediglich, dass — wie 
bei uns tiblich — die nétigen Glasgerate und Instrumente sterilisiert 
bereit legen. Ausserdem lassen sich fertige, mit Kapsenbergkappen 
verschlossene Dotterréhrchen bis zu 2 Monaten im Eisschrank oder 
2-3 Wochen bei Zimmertemperatur vorritig halten. Bei langerem 
Aufbewahren trocknet die Dotteroberfliche zu sehr aus. 


2. Der natiirlicherweise sterile Hiihnerei-Dotter kann durch 
schonende Koagulation bei 80°C schnell in ein Medium verwandelt 
werden, das einerseits auch fiir sehr anspruchsvolle Entomophthoraceen 
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geeignet erscheint, andererseits als fester Nahrboden in Schragréhr- 
chet sich in den Rahmen iiblicher Laborarbeiten einfigt. Er wedart 
keiner besonderen Apparaturen oder Glassachen. 


Wenn nach dieser Methode Entomophthoraceen 6fters als bisher 
isoliert und in Kultur gehalten wiirden, ergiiben sich foleende Vorteile : 

1. Es widen fiir Determinationen Vergleichskulturen vorlie- 
gen. ; 

2. Ausgehend. von Kulturen liessen sich Infektionsversuche 
anstellen und damit Fragen hinsichtlich der Synonymitét von Arten 
bearbeiten. Es liesse sich dann kliren, wieweit morphologisch 
abnliche Arten (z.B. Empusa aulicae und Empusa grylli) miteinander 
identisch sind. In Ermanglung solcher Versuche hat bisher bei der 
Taxonomie der insektenpathogenen Entomophthoraceen der Wirt 
eine vielleicht tiberbewertete Rolle gespielt. 


3. Unsere Kenntnisse in der Biologie der insektenpathogenen 
Entomophthoraceen wiirden erweitert. Das wire nicht nur wegen 
ihrer Bedeutung als natiirliche Begrenzungsfaktoren interessant, 
sondern auch wichtig im Hinblick auf ihre etwaige Verwendung zur 
biologischen Bekampfung von Insekten. 


Ks lasst sich im Augenblick nicht sagen, welche Substanz oder 
welche Substanzen des Eidotters fiir den guten Wuchs der Ento- 
mophthoraceen verantwortlich sind. Vielleicht sind es bestimmte 
Aminosauren, vielleicht Fette oder besondere Wuchsstoffe. Sawyer 
(1929), der seinerzeit der Fett-Frage nachging, stellte allerdings fest, 
dass Entomophthora sphaerosperma auch auf Schwertfisch und Rind- 
fleisch, die durch Atherextraktion fettfrei gemacht worden waren, 
und ebenso auf Naéhrbéden mit entsprechend behandeltem Pepton 
sehr gut wuchs. Weiter wuchsen die 3 von ihm untersuchten Arten 
(s.o.) sehr gut auf der Protein-Fraktion, nicht auf der Fraktion Aceton- 
loslicher Fette und nicht oder nur schlecht auf der Lezithin- oder 
Lezithin-Fett-Fraktion aus Hiihnerei-Dotter So meint er, dass Fett 
fir die Entwicklung von Entomophthoraceen nicht wichtig ist und 
dass im Eidotter vielleicht Vitamine und andere zusatzliche Stoffe 
fiir das Pilzwachstum entscheidend sind. Dagegen biligt SCHWEIZER 
(1948) an Hand seiner Versuche mit Empusa muscae und verschiedenen 
festen, tierischen Fetten, die vorwiegend Triglyceride der Stearin- 
und Palmitinsaiure enthalten (Fliegenfett, Rinder- oder Hammeltalg), 
diesen eine entscheidende Rolle fiir Wachstum und Konidienbildung 
zu. YAMANE (1957) konnte aus Hidotter eine kristalline Substanz 
isolieren, die den Wuchs von Tuberkelbazillen (Mycobatterium tuber- 
culosis Leum. ET Neu.) forderte. Es ist auch bekannt, dass nach 
der Verfiitterung grésserer Dottermengen (in Form von 20 Min. 
gekochten Eiern) an Mause gehiutt Tumore entstehen (SZEPSENWOL, 
1957). Hrapec (1958) wies im Hidotter eine Substanz nach, die 
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offenbar der gleicht, die aus Tumor-kranken Ratten gewonnen wurde. 
Dies kénnte bedeuten, dass die wuchsférdernde Substanz des Eidotters 
und die Tumor-fordernde Substanz aus den Ratten identisch sind. 
Die aus Tumor-kranken Tieren isiolierte Lipoidsubstanz ist bei 90 °C 
hitzelabil. Sollte sie tatsiichlich mit der wuchsférdernden Substanz 
des Dotters identisch sein, wiire hier vielleicht die Erklarung zu finden, 
warum der bei 80 °C koagulierte Dotter fiir den Wuchs anspruchsvoller 
Entomophthoraceen geeigneter ist als der bei tiber 100 °C sterili- 
sierte. 

Anhangsweise sei erwihnt, dass auch andere insektenpathogene 
Pilze, wie Cordyceps militaris (FR.) LINK, Aspergillus flavus LINK, 
Metarrhizium anisopliae (METSCH.) SOROK., Cephalosporitum spp., 
Isaria sp., Beawveria bassiana (BALS.) VUILL. und Beauveria tenella 
(DELACR.) SIEM. auf dem koagulierten Dotter gut, mit Ausnahme von 
C. militaris sogar iippig wachsen. Dabei farben die beiden Beauwveria- 
Arten ihn dunkelrot bis schwarzlichrot. Andere, saprophytische 
Pilze, gepriift wurden bisher Penicillium granulatum BAINIER und 
Tritirachium roseum BEYMA, entwickelten sich auf dem Dotter nicht. 


Herstellung der Dotter-Rohrchen 


Im Heissluftsterilisator werden 2 Stunden bei 160 °C sterilisiert : Kultur- 
rohrchen (160 mal 16 mm) mit Kapsenbergkappen oder Zellstoffstopfen, Petri- 
schalen, 1 Glasschale mit kleinem spitzen Skalpell, stumpfer Pinzette, 5- oder 
10-cem Injektionsspritze. 

Grosse, frische Htihnereier werden mittels Handbtrste und Seife gereinigt, 
mit Leitungswasser abgespiuilt und 2 Stunden in 70 % igen, mit Aceton vergallten 
Athylalkohol gelegt. Man nimmt dann ein Ei und halt die Pole kurz in die 
Sparflamme des Gasbrenners. Den sich entztindenden Alkohol blast man schnell 
aus. Dann wird der stumpfe Pol des Kies in der Flamme des Landmannbrenners 
abgeflammt. Mit dem Skalpell schligt man hier eine kleine Offnung, die mit 
der Pinzette auf etwa 2-2,5 em Durchmesser erweitert wird. Man lasst vor- 
sichtig das Hiweiss abfliessen und fangt den Dotter in einer sterilen Petrischale 
auf, Das Ausfliessen wird durch ein kleines Loch im anderen Eipol geférdert. 
Je Petrischale kann man 2-3 Dotter sammeln. Eventuell mitgeflossenes Eiweiss 
saugt man mit der Injektionsspritze ab und entfernt es. Dann zieht man von 
dem Dotter jeweils 5 ccm in die Spritze und fiillt diese Menge in ein R6hrchen. 
Die beschickten, zugestépselten Réhrehen werden im Trockensterilisator oder 
Trockenschrank schrig gelegt, so dass sich eine 10-12 em lange Dotterfliche 
bildet. Bei 80°C wird der Dotter in etwa 40-50 Minuten koaguliert. Er soll 
dann nicht mehr weich sein, d. h. beim Aufstellen der Réhrchen nicht zusammen- 
sinken, und er soll nicht mehr schmierig sein, wenn man mit der Impfnadel kleine 
Stickchen entmimmt. Den richtigen Koagulationsgrad hat man nach einigen 
Versuchen schnell gefunden. -— Ks sei nicht verschwiegen, dass sich gelegentlich 
innerhalb einer Serie Réhrchen finden, in denen der Dotter nicht so fest koaguliert 
wie ublich. Vielleicht liefern einzelne Eier einen weniger geeigneten Dotter. 


Technik bei der Isolierung 


Bei der Isolierung geht man am besten von frisch abgeschleuderten Konidien 
aus, die auf einem sterilen Objekttriger aufgefangen werden (vgl. SawymER, 19381; 
ScHWEIZER, 1948; Harris, 1948). Wir legen dazu das verpilzte Insekt in eine 
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sterile Petrischale und bringen etwa 2-3 mm tiber ihm einen auf kleinen Glasstrei- 
fen ruhenden Objekttriger an. Die Verwendung steriler Petrischalen hat den 
Vorteil, dass man auch die seitwirts abgeschleuderten, in die Petrischale gefallenen 
Konidien benutzen kann. Man braucht in die Petrischale kein Wasser zu geben. 
Wir haben im Gegenteil die Erfahrung gemacht, dass in den trockenen Schalen 
das Abschleudern der Konidien oft ebenso gut erfolet, dass aber die sekundiire 
Verpilzung, z.B. durch Mucor sp., nicht so schnell eintritt wie in der feuchten 
Kammer. Auch wird eine Verjauchung mancher Tiere, wie der weichhautigen 
Aphiden, in der feuchten Kammer geférdert. Wenn man es mit relativ trockenen 
Kadavern zu tun hat, Kannes allerdings vorteilhaft sein, sie auf ein feuchtes Medium 
zu bringen. Am einfachsten legt man sie in ein Schviig-Agarréhrchen, das einen 
laborublichen Nahrboden, wie z.B. Malzextrakt-Agar, enthilt. In dieser nicht 
zu feuchten Umgebung werden die Konidien an die Réhrchen-Wand geschleudert. 

Mit der Impfnadel nimmt man aus Dotter-Réhrchen Kliimpchen von etwa 
2 mm Durchmesser und wischt mit ihnen die am Glas haftenden, abgeschleuder- 
ten Konidien auf. Diese Dotterstiickchen gibt man dann zuriick auf die Ober- 
flachenmitte des Dotters. Es kommt darauf an, dass man nicht zu wenig Konidien 
zur Verfiigung hat. Denn es scheint so, als ob durch das Abwischen mit Dotter 
ein Teil der Konidien nicht zur Keimung kommt. Wabhrscheinlich keimen nur 
die an der Oberflache des Dotters liegenden. Das Aufwischen der Konidien kann 
man nach etwa 12-24 Stunden vornehmen. Liangeres Warten empfiehlt sich 
nicht, da dann die Gefahr yon Verunreinigungen durch saprophytische Pilze 
zunimmt. 


Unsere Versuche, bei der Isolierung von Myzel aus dem Innern 
der Insekten auszugehen, sind bisher infolge Verunreinigungen auch 


dann gescheitert, wenn wir die Insektenoberflache vorher zu desin- 


fizieren versuchten. MacLrop (1956) gibt aber an, dass er Ento- 
mophthoraceen isolieren konnte, wenn er nach einer Oberflachen- 
desinfektion mit Natriumhypochloritlésung die befallenen Insekten 
auf Sabouraud-Maltose-Agar zerschnitt. 


Versuche mit Antibiotika-haltigen Nahrbéden 


Es lag nahe, fiir die Isolation auch Nahrbéden mit einem Zusatz 
von Penicillin und Streptomycin zu priifen, zumal sich gezeigt hatte, 
dass Bakterien aus einer toten Larve von Tipula paludosa MEIG. 
auf dem koagulierten Dotter wuchsen. Es ist auch bekannt, dass 
in der Bakteriologie Nahrbéden unter Zusatz von Hihnerei-Dotter 
hergestellt werden; fiir die Konservierung von Keimen der TPE- 
Gruppe hat sich das Ei-Substrat nach KauFFMANN (Emulsion aus 
Eigelb, Eiklar und physiologischer Kochsalzlosung, zweimal bei 
85°C koaguliert und sterilisiert), vgl. HALLMANN (1953), CoMBES 
et al. (1956), bewahrt. Es wurden deshalb koagulierter Dotter und 
ein Milch-Hefeextrakt-Agar (Milch-Agar, s.u., mit 0,1 % Hefe-extrakt 
« Bacteriozym » der Zyma-Blaes AG., Miinchen) mit 25 LE. Peni- 
cillin (Penicillin G « Géttingen » solubile) und 50 ¥ Streptomycin 
(« Bayer », Leverkusen) je ccm hergestellt. Dazu wurden 5 ecm noch 
fliissiger Dotter oder geschmolzener und auf 45 oC abgekthlter Milch- 
Hefeextrakt-Agar mit 1 ccm entsprechend konzentrierter wassriger 


Antibiotika-Lésung versetzt. 
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Diese beiden Nahrbéden mit und vergleichsweise ohne Anti- 
biotika wurden mit Empusa aulicae und der von Aphis fabae isolier- 
ten Empusa sp. beimpft Eine Hemmung der beiden Entomophthora- 
ceen durch die Antibiotika liess sich nicht feststellen. 

Um andererseits zu testen, ob die verwendete Antibiotika- 
Konzentration zur Hemmung von Bakterien ausreicht, wurden die 
Nahrbéden mit dem Penicillin-empfindlichen Micrococcus pyogenes var. 
aureus (ROSENBACH) ZopF und der Streptomycin-empfindlichen Esche- 
richia coli (MIGULA) CASTELLANI ET CHALMERS beimpft. M. pyogenes 
var. aureus wurde auf Dotter und Milch-Hefeextrakt-Agar, die Anti- 
biotika enthielten, véllig gehemmt, EH. coli dagegen nur auf Anti- 
biotika-haltigem Milch-Hefeextrakt-Agar, nicht auf dem entsprechen- 
den Dotter. Demnach ist die Penicillin-Konzentration in beiden 
Niahrbéden, die Streptomycin-Konzentration zwar im Milch-Hefeex- 
trakt-Agar, aber nicht im Dotter ausreichend. Es bliebe festzu- 
stellen, ob das Streptomycin temperaturbedingt beim Koagulieren 
des Dotters zerstért oder durch andere Ursachen unwirksam wird. 


Ks lasst sich noch nicht sagen, wie weit Antibiotika-Nahrbéden 
fiir die Isolierung von Entomophthoraceen wichtig werden. Hinrei- 
chende eigene Versuche liegen noch nicht vor. Entsprechende 
Nahrbéden waren aber z.B. nétig, wenn ein Stamm durch Bakterien 
verunreinigt ist. Denn im Gegensatz zu Bakterien-verunreiigten 
Pilz-Kulturen z.B. aus der Gruppe der Fungi imperfecti dirfte man 
soleche der Entomophthoraceen ohne Antibiotika kaum wieder rein 
gewinnen kénnen. 


Versuche mit sonstigen Nahrbéden 


Die bei Zimmertemperatur aufbewahrten Kulturen auf Eidotter 
miussen alle 8 bis spatestens 4 Wochen weitergeimpft werden. Wei- 
terimpfungen sind damit weniger oft nétig, als es SAwYER (1929) 
fiir seine Nahrbéden angab (alle 10 Tage). Wenn man seltener 
abimpfen will, scheint sich Vollmilch zu eignen, die dreimal bei 
100 °C 20 Min. oder einmal bei 110°C 15 Min. sterilisiert wurde. 
In ihr waren Entomophthora sphaerosperma und 2 Entomophthoraceen 
(von Aphis fabae und einer Diptere) noch nach 4 Monaten lebensfahig ; 
Empusa aulicae lebte noch nach 1 1/2 Monaten, aber nicht mehr nach 
3 Monaten. Nach 51/3 Monaten wuchsen auch Abimpfungen der 
anderen Stémme nicht mehr an. Solche Milch-Kulturen lassen sich 
in Kultur-Rohrchen vornehmen, die etwa 3-4 em hoch mit Mileh 
gefiillt sind. Diese wird im Laufe der Kultur peptonisiert, die Ento- 


mophthoraceen wachsen vor allem in dem oben abgeschiedenen 
Milchfett. 


Bei allen Weiterimpfungen sollen nicht zu kleine Myzelmassen 
benutzt werden. Sawyer (1929) empfiehlt Stiicke in der Grésse 
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eines halben Weizenkornes. Wir benutzen etwa Linsen-grosse 
Stiicke. 

Der Wunsch, zu billigen festen Nahrbéden zu kommen, liess 
uns vorlaéufige Versuche mit einigen der isolierten Arten auf. ver- 
schiedenen Nahrbéden vornehmen. Die ublichen, wie Malzextrakt- 
Agar, Sabouraud-Glukose-Agar, Fleischextrakt-Pepton-Agar, bewahr- 
ten sich nicht. Auf Kartoffel- oder Méhrenkeilen in Kultur-Réhr- 
chen mit etwas 5 %igem Glyzerin-Wasser wuchsen nicht alle Stamme 
gut. Verhaltnismassig gutes Wachstum wurde dagegen auf Milch- 
Agar und Fleischextrakt-Pepton-Dotter-Agar verzeichnet. 


Der Milch-Agar wurde hergestellt, indem 2-3 % Fadenagar iiber Nacht in 
wenig aq. dest. eingeweicht, am folgenden Morgen auf ein Sieb gegossen, fest 
ausgedrickt und in Vollmilch im Wasserbad gelést wurde. Zu je 5 ccm in Kultur- 
Rohrchen fiillen, fraktioniert bei 100 °C oder einmal bei 110 °C 15 Min. sterilisieren, 
Rodhrehen schrag legen. (Manchmal kam es beim Autoklavieren des Milch- 
Agars zu Ausfallungen. Deshalb empfiehlt es sich, zuvor das pH der Milch 
festzustellen und nétigenfalls vorsichtig mit n-NaOH auf 7,0 zu bringen). — Milch- 
Hafermehl-Agar wurde provisorisch zubereitet, indem wir in jedes Kultur- 
Rohrehen vor dem Einftillen des Milch-Agars eine Messerspitze Hafermehl 
gaben. — Herstellung des Fleischextrakt-Pepton-Dotter-Agars : 2-3 % iiber 
Nacht eingeweichter Agar, 1,0 % Witte-Pepton, 1,0 % Liebigs Fleischextrakt, 
0,3 % Natriumchlorid, 0,2 % sek. Natriumphosphat werden wie tblich mit 
aq. dest. zubereitet. In je 100 cm dieses geschmolzenen und auf 45 °C abgektihlten 
Nahrbodens wird ein Eidotter eingeriihrt. Zu je 5 cem in Kultur-Roéhrchen 
fiillen, in Schraglage erstarren lassen und schragliegend bei 110 °C 15 Min. autokla- 
vieren. 


Jedenfalls zeigen diese Versuche, ebenso wie die von Hatt & 
Dunn (1958), dass sich geeignete Nahrbéden auch fiir die Massen- 
kultur anspruchsvoller Entomophthoraceen finden lassen. Es wird 
aber fiir jede einzelne Art zu priifen sein, welcher Nahrboden fiir 
sie am giinstigsten ist. — Vielleicht wendet man solche Nahrbéden 
auch bei der laufenden Kultur der Stamme vorteilhaft an, wenn 
man diese nicht standig auf koaguliertem Dotter, sondern auf wech- 
selnden Medien halten méchte. Allgemeinen Erfahrungen_ ent- 
sprechend diirfte das von Zeit zu Zeit anzuraten sein. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Massenvermehrungen wirtschaftlich wichtiger Schadinsekten kénnen durch 
Pilze aus der Familie der Entomophthoraceen in wenigen Tagen zusammenbre- 
chen. Ihre Isolierung und Kultur bereitet oft Schwierigkeiten. Hier wird als 
einfache und erfolgreiche Methode die Isolierung mittels Hihnerei-Dotter, der 


bei 80 °C 40-50 Min. im Heissluftsterilisator (Trockenschrank) in schrag liegenden — 


Rohrchen koaguliert wurde, empfohlen. Die Technik der Isolierung ~~ ausgehend 
von Konidien—wird beschrieben. Der koagulierte Dotter eignet sich ebenso fur 
die laufende Kultur von Entomophthoraceen-Stimmen. Weiterimpfungen der 
bei Zimmertemperatur gehaltenen Kulturen miissen alle 3-4 Wochen vorgenom- 
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men werden. Will man gelegentlich seltener weiterimpfen, konnen die Stamme 
in Kultur-Rohrehen gehalten werden, die 3-4 cm hoch Vollmilch enthalten und 
dreimal bei 100 °C 20 Min. oder einmal bei 110 °C 15 Min. sterilisiert wurden. 
Die Entomophthoraceen wachsen hier vor allem in dem oben abgeschiedenen 
Milchfett. Solche Kulturen waren noch nach 1 1/2 Monaten, bei manchen Arten 
auch noch nach 4 Monaten lebensfahig. Fiir die Kultivierung eigneten sich auch 
Milch-Agar, Milch-Hafermehl-Agar, Fleischextrakt-Pepton-Dotter-Agar und 
manchmal Kartoffelkeile, wenn das Wachstum auf ihnen allen auch nicht so gut 
war wie auf koaguliertem Dotter. Nahrbéden, die mit 25 I.E. Penicillin und 
50 Gamma Streptomycin/I ccm zubereitet waren, hemmten den Wuchs von Empusa 
aulicae REICH. und einer von Aphis fabae scor. isolierten Empusa sp. nicht. 
— Isolierung und Kultur insektenpathogener Entomophthoraceen erscheinen 
fiir Versuche zur biologischen Bekampfung ebenso notig wie zur Klarung taxono- 
mischer und biologischer Fragen. 


SUMMARY 


An outbreak of an insect pest may be controlled in a few days by fungi of 
the family Entomophthoraceae. Isolation and culture of such fungi is often 
difficult. A simple and suécessful method is herein recommended, utilizing a 
substrate of hen’s egg yolk previously coagulated 40-50 minutes at 80 °C in a hot 
air oven. The medium is prepared in tubes in a slanted position. The culture 
technique, starting with conidia is described. Coagulated yolk is also a suitable 
medium for successive transfer and maintenance of Entomophthoraceae cultures. 
Stock cultures maintained at room temperature must be transferred once every 
three or four weeks. 

If desirable, subcultures of Entomophthoraceae fungi may be held in test 
tubes at greater intervals. For this purpose tubes are filled with whole milk 
3-4 cm in depth and sterilized at 100 °C three times or autoclaved at 110 °C for 
15 minutes. The fungi grow essentially in the top layer of milk fat. Such 
cultures live up to 1 1/2 months, some species survive 4 months. Milk agar, 
milk oatmeal agar, beef extract pepton yolk agar, and potato pieces are also 
suitable for cultivation. The growth on such substrates is not as good as on the 
coagulated yolk. 

Media with 25 international units of penicillin and 50 gamma of streptomycin 
per ml did not influence the growth of Empusa aulicae REICH. and one Empusa 
sp. isolated from Aphis fabae scor. Isolation and cultivation of entomophagous 
Entomophthoraceae are considered to be as important for experiments in biological 
control as for studies on taxonomy and biology of distinct species. 
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DISCUSSION DES RAPPORTS PRESENTES AU 
DEUXIEME COLLOQUE DE LA C.I.L.B. SUR LA PATHOLOGIE 
DES INSECTES ET LA LUTTE MICROBIOLOGIQUE 


Un bref compte rendu a déja été publié sur Vobjet et les princi- 
pales conclusions de ce deuxiéme colloque (Entomophaga, 3 (4), 281- 
282). 

La plupart des rapports originaux sont publiés dans le présent 
fascicule. Aussi parait-il opportun d’y joindre une analyse sommaire 
des discussions qui ont eu lieu au cours des séances de travail. 

Enfin pour répondre au vceu exprimé dans le point n° 5 des réso- 
lutions adoptés par le groupe de travail, une premiere liste de souches 
de germes entomopathogénes est publiée dans le présent fascicule. 


SEANCE DU 22 OCTOBRE MATIN 


Les bactérioses 


Exposé de Mme Brcuin : Recherches sur l’action des cristaux de 
B. thuringiensis BERLINER, souche « Anduze ». -— Entomophaga, 
4 (8), 193-199. 


M. TouMAnorFrF est intervenu 4 la suite de la communication de Mme Brtcurn, 
dont l’exposé historique sur les bactéries aérobies sporogénes du groupe cereus 
lui parait préter 4 confusion. Selon cet exposé, deux théses semblent s’affronter 
dans l’interprétation de l’effet pathogéne de Bacillus cereus : 

1° Action d’enzymes, par exemple la lécithinase, dont l’effet toxique, incom- 
plet du reste, fut établi d’abord en France (TouMANorr, VAGo et GLADILINE) 
puis au Canada (Hermpet et al.). : 

2° Action toxique des inclusions cristallines caractérisant certains cereus, 
découvertes par Hannay et dont l’effet beaucoup plus marqué sur les larves de 
Lépidoptéres a été démontré d’abord par ANGus, puis par TOoUMANOFF (avec du 
matériel préparé par-le Dr Firz-JAmEs et Euisasrra YOUNG). 

Il n’a jamais été question, pour TouMANorr, d’opposer les deux mpues 
d’action de ces bacilles. Les derniéres données concernant la localisation de Veffet 
toxique sont venues compléter les connaissances partielles résultant des premieres 
recherches sur la toxicité des cereus entomophages. fs 

ToumMaNorr rappelle 4 Mme Bécurn que le germe designe sous le nom de 
Bacillus thuringiensis, souche Anduze, isolé par Vaco du ver 4 soie, n’est autre 
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que Bacillus cereus var. alesti sommairement décrit par TOUMANOFF et VAGo 
en 1951 et dont un caractére différentiel important (formation du pigment sur 
jaune d’ceuf) a été précisé par TOUMANOFF. 

Il note enfin que les bactéries aérobies sporogenes portant des inclusions 
cristallines correspondent par l’ensemble de leurs caracteres a B. cereus et doivent 
étre considérées comme des variétés cristallophores et entomophages de cette 
espece. 

Aprés cette intervention de M. Toumanorr, le Dr FRANZ demande qu’on 
précise la valeur systématique des deux souches « Anduze » et « Alesti », proba- 
blement au cours d’une séance de travail ultérieure. 


Exposé de M. Grrson : Sensibilité de différents Lépidopteéres a la souche 
« Anduze » de Bacillus thuringiensis BERLINER. — Entomophaga, 
4 (8), 207-210. 


M. Vaco fait remarquer que les auteurs ont montré le réle prépondérant 
de la nature de l’insecte dans l’efficacité de B. thuringiensis. Il tient a rappeler 
V’importance de la souche bactérienne et se référe en particulier 4 un récent travail 
de VasiLsEvié sur l’action de diverses souches de B. thuringiensis sur Hyphantria 
cunea. Parmi les quinze souches expérimentées, provenant de différents labora- 
toires, une d’elles s’est révélée nettement plus virulente que toutes les autres. 


Eaposé de M. Krirc : Nouvelles recherches sur l’emploi de Bacillus 
thuringiensis. 


M. Grison souligne la complexité des phénoménes biologiques qui condi- 
tionnent les rapports entre les espéces entomophages et les diverses souches de 
B. thuringiensis. Il indique que si, d’aprés les essais du Dr Krriec, les Hyménop- 
téres ne sont pas sensible 4 la bactérie qu’il a étudiée, les travaux canadiens, 
confirmés par les recherches effectuées en U.R.S.S., ont mis en évidence des 
souches virulentes pour les Tenthrédes. 

Le Dr Franz signale qu’aux U.S.A., la multiplication de B. thuringiensis 


est entrée maintenant dans le domaine industriel et qu’il a déja recu un échan- 
tillon. 


Exposé de M. Hurptn : Etude de diverses souches de maladie laiteuse 
sur les larves de M. melolontha et de quelques espéces voisines. — 
Entomophaga, 4 (8), 288-248. 


Au Dr Franz qui s’informe de l’effet des températures utilisées sur les 
larves saines, M. Hurprn indique que les essais ne durent en général que deux 
mois. Dans ces conditions l’action néfaste pour le ver blane des températures 
trop élevées ne se fait sentir que légérement. 

Toutefois, il est bien certain que les résultats enregistrés sont dus a deux 
facteurs : Paccélération avec la température de l’évolution du germe et la dimi- 
nution de la résistance de ’héte. Mais le but essentiel de l’expérimentation était 
de comparer les différents types de maladie laiteuse : dans ce cas, la moindre 
résistance des larves dans les lots placés aux plus fortes températures a moins 
@importance puisqu’il en est ainsi quel que soit le germe utilisé. 

M. Vaco mentionne que, dans le tableau présenté par M. Hurpetrn, les dif- - 
férentes souches testées se montrent plus virulentes vis-A-vis des Rhizotrogues. 
Or, la premiére souche de maladie laiteuse isolée provenait précisément d’un 


DISCUSSION DES RAPPORTS MM f 


Rhizotrogue. Cette souche, maintenant perdue, semble done différente des autres 
et il y aurait intérét a Visoler & nouveau. 

M. BaLacnowsky signale existence en Algérie de nombreuses espéces de 
Rhizotrogues dont la plupart sont inconnus en Europe et attire attention sur 
l’intérét de prospections dans les zones trés infestées par ces vers blanes, pour 
Pisolement de souches nouvelles. De méme pour les Oryctes dont les espéces 
tropicales ont un comportement vis-d-vis de la température trés différent de 
nos vers blanes. M. Vaco appuie cette thése en rappelant qu un collégue américain, 
M. Surany, a effectué une enquéte trés étendue sur les maladies d@’Oryctes. Tl a 
observé plusieurs anomalies mal définies, mais n’a pas noté la maladie laiteuse 
comme une affection répandue. 


M. PEsson ajoute & ce propos qu’un entomologiste de 1’O.R.S.T.O.M., 
M. Lepornte, étudie 4 Madagascar la question des Oryctes du Cocotier, et en 
particulier le rdle des facteurs écologiques dans le développement des maladies. 
Il suggére que M. LEpornteE envoie des échantillons. 

Enfin, 4 une question de M. Scunemer, M. Hurpin répond que la plus 
grande résistance des nymphes parait die, plutdt a la différence de milieu intérieur 
qu’a la durée plus bréve de ce stade, par rapport aux larves. 


SEANCE DU 22 OCTOBRE APRES-MIDI 


Les rickettsioses et les mycoses 


Exposé de M. HucEr : Histopathologie de la rickettsiose de Tipula 
paludosa MEIGc. 


et de M. Krirec : Sur la nature des cristaux d’accompagnement dans 
les infections a Rickettsiella. 


A.M. Grroup, trés intéressé par la présence de cristaux dans les différents 
cas de rickettsioses constatés chez les Insectes, les orateurs précisent que ces 
cristaux, qui ne sont pas des éléments virus, ne renferment pas d’acides nucléiques. 
Ils augmentent au cours de la progression de la maladie, mais il ne semble pas 
qu’ils soient susceptibles de faire éclater les cellules-hétes. ; ; 

On ne sait pas s’ils sont toxiques. Leur séparation est possible et il est prévu 
une expérimentation sur leur toxicité . 


Exposé de Mme Dumas : Etudes sur la rickettsie agent de la maladie 
« bleue » de Melolontha melolontha t. 


A.M. Franz qui demande si les rickettsies observées dans Vintestin des 
vers blancs malades se trouvent dans le tissu intestinal ou dans les muscles de 
la paroi, il n’est pas possible de donner une réponse sire : les examens ont été 
effectués sur des frottis étalés sur lame dans lesquels les différents tissus consti- 

ue organe sont mélangés. . 
eae Hikene weaiaee a M. Me cee DER, d’autre part, que le mode d’in- 
fection utilisé est le méme que pour les études sur la maladie laiteuse et consiste 
a laisser les carottes destinées A l’alimentation des larves tremper pendant plusieurs 
heures dans le broyat d’insectes malades, le surplus du liquide étant incorpore a 


la terre lors de la mise en élevage. 
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M. Franz tire la conclusion des quatre exposés sur les Rickettsioses : dans 
trois insectes différents des affections 4 rickettsies ont été mises en évidence avec 
des symptémes analogues. 

L’institut Pasteur a pu reproduire la maladie sur un vertébré : il sera par 
conséquent nécessaire d’examiner si l’infection de homme ou des animaux domes- 
iques ne serait pas & craindre lorsque ’emploi dune rickettsiose d’insecte sera 
envisagée pour la lutte biologique. A ce propos, M. Grroup fait remarquer que les 
nombreux expérimentateurs ayant étudié les rickettsioses n’ont pas été conta- 
minés jusqu’a présent. C’est 14 une constatation rassurante pour l’avenir. 


Exposé de M. Mi11er-Kécter : Sur Visolement et la culture des 
Entomophthoracées. — Entomophaga, 4 (3), 261-274. 


A M. Bonneror qui s’informe de la méthode de récolte des spores, aprés un 
développement de la culture, pour infecter les insectes, il est répondu que les 
expériences A ce sujet sont encore a leur début, mais que la méthode qui sera 
suivie est le lavage de toute la culture avec de l’eau, c’est ainsi qu’on peut retirer 
les spores projetées contre les parois du tube et les autres qui sont restés en contact 
avec la culture. 

M. Franz conclut que des expériences récentes ont prouvé qu'il y avait, 
malgré les échecs du passé; une possibilité d’utiliser des champignons en lutte 
biologique; notamment en Russie : traitement combiné avec insecticides et spores 
de champignons. 

Il espére qu’en Europe occidentale les essais continueront. 


SEANCE DU 28 OCTOBRE 


Les viroses 


Exposé de M. MULLER-KOGLER : « Essais d’infection de Tipula paludosa 
MEIG. A l’aide de virus et de rickettsies spécifiques. » 


En réponse a la question de M. Hurrrn sur la méthode d’élevage des larves 
de Tipula paludosa, M. MittER-K6GLER déclare que les premiers essais en boites 
de Pétri ayant donné de mauvais résultats, les récipients employés maintenant 
sont des pots en papier paraffiné. Ces pots non fermés sont remplis de tourbe et 
contiennent une larve alimentée par des grains de seigle en germination. La 
principale difficulté de l’élevage provient de la température, car la température 
du laboratoire est plus élevée que celle du milieu naturel. Mais pour que les mala- 
dies évoluent suffisamment vite, il faut qu’il y ait 20 °C, environ. 

M. Bitiorrr ayant demandé si l’accouplement des adultes était facile a 
obtenir en élevage, auteur ajoute que la récolte des Tipules dans la nature est 


faite par le laboratoire du Dr Marrcxs A Oldenbiirg, qui expédie les pontes aux 
utilisateurs. 


Exposés de M. Vaco : Sur la culture des tissus en virologie d’Insectes. — 
Entomophaga, 4 (1), 28-26. 


M. Vaco indique & M. Krieg, qui s’inquiéte de la possibilité de culture 
des tissus entre surfaces de verre et surfaces de cellulose pour obtenir des points 
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fal 


de départ d’infection, que cette technique ne peut étre utilisée que lorsqwon 
possede déja des couches monocellulaires cultivées sous forme de souches. L’insti- 
tut Pasteur l’emploie pour l’étude génétique des virus. 

M. Franz considére que la méthode de culture des tissus d’insecte ouvre 
des possibilités d’étude de virus d’insectes car le développement de cette technique 
est attendu depuis longtemps. 


Il pense & ladaptation des virus d’insectes 4 des cellules provenant d’especes 
étrangeres, il distingue 4 ce sujet deux facons de considérer la spécificité du virus 
d’insecte : 

— L’une, par linfection per orale; 
— L’autre, par l’affinité du virus a lintérieur de V’insecte. 


Mais, pour M. Vaco, on ne peut transposer ces résultats obtenus en culture 
de tissus qu’indirectement sur animaux vivants. Sur cellules in vitro Vaffinité 
d°un virus est plus forte pour certaines espéces, moins forte pour d’autres. 

M. MULLER-KOGLER parle des difficultés qu’on éprouve a se procurer le sang 
d’insecte indispensable en grande quantité, et M. Vaco indique qu’aprés avoir 
saigné pendant un mois 120 000 larves de Bombyx de 5 a 6 g, il a obtenu une 
provision de 500 cm de sérum. Les facilités 4 ce sujet sont done tout a fait res- 
treintes par rapport a celles auxquelles on est habitué chez les Vertébrés. C’est 
un des points les plus délicats de la culture de tissus d’insectes. C’est d’ailleurs 
pourquoi il a essayé d’utiliser des extraits d’organes d’Insectes de grande taille. 

M. REMAUDIERE signale que les Acridiens migrateurs pourraient éventuel- 
lement fournir une quantité importante de sang. M. Vaco craint que Vhémo- 
lymphe des criquets ne coagule vite. M. Presson souligne l’intérét de addition 
d’hormones et de substances de croissance d’insectes dans les milieux de culture. 


Exposé de M. Marrouret : Multiplication et extraction des corps 
d’inclusion de la virose intestinale de Thaumetopoea pityocampa 
SCHIFF. — Entomophaga, 4 (8), 258-260. 


M. Franz demande des précisions sur le rendement et, revenant sur la 
question des calculs, dit qu’en effet on peut utiliser le nombre de chenilles infectées 
pour évaluer la quantité de polyedres 4 employer sur une surface donnée, mais 
il y a une autre possibilité. Il désire connaitre le facteur de multiplication du virus 
dans les élevages de multiplication. : 

M. Marrourer répond que ce coefficient aurait pu étre supérieur s’il n’y 
avait pas eu d’une part, la complication virus-septicémie et d’autre part, parce 
qu’on a utilisé une quantité de poudre infectieuse beaucoup trop grande, par 
sécurité. 


SEANCE DU 24 OCTOBRE MATIN 


Applications pratiques et biocenotique 


Exposé de M. Marrouret : Applications diverses et normes d’utilisa- 
tion de Bacillus thuringiensis, souche « Anduze ». — Entomophaga, 
4 (8), 211-220. 


A la suite d’une question de M. MiUtier-Kocier, M. MARTOURET précise 
que les cultures de choux-fleurs intensives du Midi de la France nécessitent une 
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plus grande quantité de liquide ou de poudre a Vhectare, que des cultures de 
choux pommés ou de pomme de terre, par exemple. 


Exposé de M. Burcerson : Détermination au Laboratoire de l’époque 
de traitement de Tortrix viridana avec une préparation a base 
de Bacillus thuringiensis souche « Anduze ». 


Le Dr Franz fait remarquer que les peuplements de chénes présentent 
toujours une trés grande hétérogénéité en ce qui concerne le rythme de débourre- 
ment. Comment pourrait-on transposer les résultats de laboratoire dans un tel 
peuplement hétérogéne? 

M. BurGERJON répond que cette question n’a pas été négligée par M. KLINGLER 
qui a étudié la phénologie d’arbres précoces et d’arbres tardifs dans le peuplement 
de La Miniére pour évaluer l’amplitude des différences de débourrement. On 
pourrait alors procéder de trois fagons suivant les données obtenues dans diverses 
localités : ou bien commencer le traitement lorsqu’on constate des éclosions mas- 
sives de chenilles sur les arbres les plus tardifs; ou bien lorsque les chenilles pour 
les mémes arbres quittent l’intérieur des bourgeons; ou bien enfin, effectuer deux 
applications successives. Mais il faut tenir compte que sur un méme arbre les 
chenilles peuvent étre atteintes pendant une période assez longue. 

Enfin, en Espagne, Tortrix viridana commet de gros dégats sur Quercus 
suber; il y aurait lieu d’envisager l’étude de cette question, surtout dans ce cas 
particulier. 


Exposé de M. VAN DER LAAN : Some Observations on the Action of 
KE 58 Powder (Bac. thuringiensis) ou Malacosoma neustria (Lepid.) 
and other caterpillars in the field. — Entomophaga, 4 (8), 221-226. 


Le Dr FRanz interprétant des opinions fréquemment discutées parmi les 
spécialistes, pose les questions suivantes : 


1° D’aprés les exposés précédents, j’ai l’impression qu’en France les re- 
cherches sur B. thuringiensis sont orientées surtout vers l’étude des cristaux. 
S*il en est bien ainsi dans quelle mesure peut-on parler encore de lutte biologique? 


2° Kstimez-vous plus favorable d’employer des mélanges de spores mortes 


et de cristaux ot les cristaux sont seuls actifs, ou d’employer des spores vivantes 
avec des cristaux? 


Pour M. BurGERJon, il est certain que si lon considére seulement l’effet 
toxique immédiat des préparations celles-ci se comportent comme des insecticides 
d’ingestion et que l’intoxication est provoquée par les cristaux. 


Mais, méme en ne considérant que ce seul effet, comme le souligne M. Grison, 
Putilisation du mélange de spores (mortes ou vivantes) et de cristaux nous permet 
de faire dans des conditions économiquement trés satisfaisantes les essais sur la 
sensibilité des Lepidoptéres ainsi que les essais d’applications pratiques. Et 
M. Vaco transpose le second probléme sous la forme suivante : 


1° Est-il plus rentable Vutiliser la poudre de cristaux purifiée que le mélange 
initial de cristaux et de spores? 


2° Y a-t-il un inconvénient 4 avoir des spores avec des cristaux? L’élimination 


des premiéres semble étre une charge supplémentaire au point de vue de la pro- 
duction? 


Le Dr Franz mentionne l’exposé du professeur TALALAEV a Prague qui a 
fait ressortir la persistance de l’infection dans un « foyer » de Dendrolimus sibiricus. 
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Le Dr Bonneror pense que les travaux entrepris par les auteurs canadiens 
et repris par Mme BrGurin sur le mode d’action de ces bactéries sur les insectes 
prouvent l’action toxique des cristaux, mais que nous ne devons pas” négliger 
Paction septicémique du germe vers laquelle nous orienterons nos recherches. 

Dans nos premiers essais nous avons constaté une persistance des bactéries 
sur les feuilles de choux-fleurs; il reste A en étudier la durée. Si on procede a la 
séparation des spores, on obtient sans doute un effet immédiat, mais il n’y a plus 
de possibilité de transmission ultérieure; actuellement, il importe de continuer 
& obtenir des préparations pathogénes de bactéries sporulées et parallélement 
de chercher & comprendre le réle respectif des cristaux et des spores. Dans ce 
but strictement scientifique, il est évident que la séparation des spores et des 
cristaux doit étre réalisée. 

Pour M. Vaco, il serait utile de penser 4 un aspect plus pathologique de la 
question : a lheure actuelle on s’oriente en lutte biologique vers l’exploitation 
des enchainements des maladies. La poudre fabriquée par l’institut Pasteur contient 
telle qu’elle est un facteur causant une toxémie et un facteur provoquant une 
septicémie. Deux possibilités sont 4 envisager : ou bien la toxémie est mortelle 
ou bien si elle ne lest pas, elle affaiblit les chenilles permettant au deuxiéme fac- 
teur, la bactérie présente dans l’intestin, de déterminer une complication qui 
agerave la maladie et rend le traitement plus efficace. La préparation actuelle 
nous offre les deux éléments d’un tel enchainement que nous avons intérét a ne 
pas détruire. Et pour M. DEDONDER, il ne faut pas se limiter au probleme de la 
toxicité immédiate : si les spores peuvent provoquer des septicémies dans la 
nature, il faut en déterminer l|’efficacité réelle 4 longue échéance, et admettre que 
la constatation de cette septicémie est en faveur de la non séparation des spores. 

En Tchécoslovaquie, ajoute Mme VAankova, on considére surtout la question 
rentabilité. A l’heure actuelle, il n’est pas rentable de séparer les spores et les 
cristaux. 

D’autre part, il faut faire la distinction entre la lutte chimique et la lutte 
biologique. 


SEANCE DU 24 OCTOBRE APRES-MIDI 


Diagnostic pathologique et histopathologique 


Exposé de M. Vaco : Complications et prédispositions en pathologie 
des Insectes. 
M. Miier-Kécter, cite une observation qu’il a faite dans ses expériences. 
Il semble que dans certains cas, le développement du champignon commence 


mais ne parvient pas au dernier stade parce que les bactéries de l’intestin arrivent 
& masquer l’infection initiale die a la mycose. Ce cas trés intéressant est relative- 


ment rare. 


Allocution du Dr BoNNEFOI. 


Le secrétaire d’organisation de notre colloque a cru bon d’accoler 
mon nom aun long rapport. En réalité, je nai pas de rapport 4 vous 
présenter et j’en suis confus, mais je voudrais vous livrer quelques 
réflexions personnelles quant au « devenir » de notre organisation. 
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Nous avons tous ressenti notre isolement, notre commission est 
née de ce désir commun de nous grouper pour mieux travailler, d’ot 
la nécessité impérieuse de multiplier les contacts. ; 

Le succes et le nombre des travaux présentés & ce deuxieme 
colloque, venant apres ceux d’Antibes et de Darmstadt montrent 
que nous sommes dans la bonne voie. Faut-il encore que nous parlions 
la méme langue! 

Les problémes posés par la préparation de produits biologiques 
destinés & la lutte contre les insectes parasites de l’agriculture sont 
analogues & ceux posés pour la préparation des produits biologiques 
destinés & la prévention et au traitement des maladies de homme 
et des animaux. II existe un paralléle entre notre organisation et une 
autre organisation qui s’édifie dans le domaine de l’immuno-biologie. 
Plusieurs rencontres annuelles, en France d’abord, puis 4 Rome, lan 
passé en Yougoslavie, et, enfin, cette année 4 Bruxelles, ont permis 
des échanges de vue fructueux entre tous ceux qui, a des titres divers 
(instituts de recherches et producteurs de sérums et vaccins, contré- 
leurs d’Etat) s’intéressent aux problémes de la préparation et du 
contréle des produits biologiques destinés 4 ’homme et aux animaux. 
Le but de ces rencontres et de la future Société internationale de 
standardisation biologique est de provoquer et de coordonner les 
recherches intéressant les produits biologiques, de recueillir et de 
porter a la connaissance de ses membres les faits et documents d’intérét 
général concernant l’activité, le contréle et la normalisation des pro- 
duits biologiques, d’aider a la création des standards internationaux 


ainsi qu’a lunification, dans les différents pays, des méthodes de 
controle, etc... 


A notre différence, ces rencontres groupent déja la plupart des 
pays du monde en une seule association. Je formule un souhait per- 
sonnel pour que nos organisations se fondent finalement en une seule. 

Un premier point capital pour nous est l’établissement d’une 
systématique bactérienne : faute de cela, nous progresserons difficile- 
ment chacun désignant d’un nom différent une méme espéce, ou 
plusieurs especes sous une méme appellation. 


Un deuxiéme point, comme pour les produits biologiques destinés 
& ’homme et aux animaux, est l’adoption de méthodes communes 
d’activité et de contrdle. La mise au point de ces méthodes doit étre 
la résultante d’un travail effectué en étroite collaboration, chaque 
institut participant 4 ce travail devant avoir & sa disposition la méme 
souche d’épreuve et I’éprouver sur un méme insecte. Les modalités 
de Vexpérimentation doivent étre minutieusement décrites et res- 
pectées, faute de quoi, tout progrés sera impossible. Une question 
se pose done : devons-nous échanger les souches dont nous disposons 
les uns et les autres? Nous sommes personnellement favorables a cet 
échange, de méme que nous sommes préts & collaborer avec un ou 
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plusieurs laboratoires désignés par la C.1I.L.B. pour édifier des méthodes 
de titrage comme celle, par exemple, proposée par M. BuRGERJON. 

I] avait été envisagé a Antibes, la création de centres de collections 
des différents microorganismes (bactéries, ultravirus, rickettsies, 
mycoses). La création de tels centres n’est-elle pas prématurée? Il 
semble que, dans un premier temps, l’échange de souches, afin d’en 
poursuivre une étude comparative, et peut-étre leur envoi a ceux des 
instituts plus particulicerement spécialisés dans une branche de la 
systématique et acceptant d’en faire une étude complete, constitue- 
rait un progres certain. Je vous demande également votre avis sur 
ce point. 


Discussion: 


M. Kriee, signale qu’a Prague, il existe déja une collection de bactéries qui 
contient plusieurs centaines de souches. Des listes ont été établies, c’est un début 
de collection internationale. Ce centre est 4 la disposition de tous ceux qui sont 
intéressés par les échanges de souches (cf. Entomophaga, 4 (1), 15-22. 
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LISTE DES GERMES ENTOMOPATHOGENES ISOLES 
(Etablie par le groupe de travail de la C.I.L.B. 
sur la pathologie des insectes et la lutte micro biologique) 


Au cours des discussions du deuxiéme colloque du groupe de tra- 
vail sur la pathologie des insectes et la lutte microbiologique (Paris, 
octobre 1958) il fut recommandé de communiquer au « Centre de 
Collection de types microbiens » de Lausanne les souches de germes 
pathogenes pour les insectes apres isolement et détermination. 

Il a été convenu que des listes de ces souches seraient établies 
périodiquement et publiées dans « Entomophaga ». 

Nous espérons que ces mesures seront utiles & nos collegues spécia- 
listes & la recherche de certaines souches. 

On trouvera en page 286 la premiere liste de souches isolées par 
C. Vaco au laboratoire de Cytopathologie, Saint-Christol-lés-Alés, 
et par K. MULLeR-K6cLER a l'Institut fiir biologische Schadlings- 
bekampfung der Biologischen Bundesanstalt fiir Land- und Forstwirt- 
schaft, Darmstadt. 


LISTE ISOLIERTER INSEKTENPATHOGENER ERREGER 


(Zusammengestellt von der CI.L.B., Arbeitsgruppe fiir 
Insektenpathologie und mikrobiologische Bekdmpfung) 


Diskussionen wahrend des zweiten Kolloquiums der Arbeits- 
eruppe fiir Insektenpathologie und mikrobiologische Bekampfung 
(Paris, Oktober 1958) fiihrten zu der Empfehlung, isolierte und deter- 
minierte Stamme insektenpathogener Erreger dem « Centre de Collec- 
tion de Types microbiens » in Lausanne zu melden. Ausserdem 
sollten diese Stamme von Zeit zu Zeit in einer Liste zusammengestellt 
und in der « Entomophaga » veréffentlicht werden. Wir hoffen, 
dass diese Massnahmen den jeweiligen Spezialisten eine Hilfe sein 
werden bei der Suche nach bestimmten Stéammen. 

Die Liste beginnt p. 286 heute mit Staémmen, die von C. Vaco 
im laboratoire de Cytopathologie, Saint-Christol-les-Ales, und von 
E. MGLier-K6écrer im Institut fiir biologische Schadlingsbekampfung 
der Biologischen Bundesanstalt fiir Land- und Fortswirtschaft, Darm- 
stadt, isoliert und bereits nach Lausanne gemeldet wurden. 
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PAR 
C. Vaco 
Bactéries 
ESPBUs N° SOUCHE HOTE ET LOCALITE 
Bacillus alvet cus. CHEY. 297 Apis mellifica (Tunisie) 
Bacillus cereus var. Alesti TOUM. VAGO 143 Bombyx mort (Les Plantiers) 

a — — = 545 —- —  (St-Jean-du-Gard) 
Bacillus larvae WHITE 295 Apis mellifica (Cameroun) 

ae = — 50 Vespa germanica (Vaduz, Liechten- 

stein) 
Bacillus orpheus wwitt iH) Apis mellifica (Congo belge) 
Bacillus type popilliae DuUTKY 382 Melolontha melolontha (Rouen) 
Bacterium paracoli protéolytique Gis. 

LION 289 Sesamia nonagrioides (Bordeaux) 
Paracolon aerobacter 383 Gryllulus domesticus (Le Bouchet) 
Serratia marcescens BIzL10 346 Gnorimoschema operculella (Antibes) 

— — 350 Bombyx mort (Ales) 

Streptococcus bombycis FLUGGE 320 — — (Lagorce) 
Champignons 

ESPECE N° SOUCHE HOTE ET LOGALITE 
Aspergillus flavus LINK. 255 Zonocerus variegatus (Abidjan) 
Aspergillus melleus yuK. 27 Pseudococcus cutri (Versailles) 
Aspergillus niger TIRnGH. 336 Earias sp. (Maroc) 

oS = — 15 Apis mellifica (Tunis) 
Aspergillus repens (CDA)BARY 176 Thaumetopoea processionea (Versailles) 
Beauveria bassiana (BALS.) VUIL. 407 Phyllan abbreviatus (Banyuls) 


PREMIERE LISTE DE SOUCHES DE GERMES 
ENTOMOPATHOGENES 


Collection des Micro-organismes 
associés aux Invertébrés du Laboratoire de Cytopathologie, AL ES 
Institut national de la Recherche agronomique de France 
Union internationale des Collections de Types microbiens 


Liste des souches microbiennes. Etat du 31 décembre 1958 


a — 425 Vesperus sp. (Montpellier) 


DATE 


1953 
1951 
1956 
1953 


1951 
1951 
1954 


1953 
1954 
1955 
1954 
1953 


DATE 


1952 
1950 
1954 
1949 
1951 
1955 
1955 
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Champignons (suite) 


ESPECE N° SOUCHE 

Beauveria bassiana (BALS.) VUIL. 328 

= = — - 327 

— densa (LINK.) 269 

78 

292 

Beauceria effusa (BEAUYV.) VUIL. 646 

= 195 

= 256 

396 

— = — =) 363 

— — —  — 405 

Cephalosporium sp. 426 

Empusa grylli (FRES.) 374 

378 

Empusa muscae COHN 326 

oo2 

Entomophtora sp. 651 

Epicoccum puepurescens EHR. 380 

Fusarium moniliforme (SCHELD) 79 

== = = 354 

aa = = 466 

Fusarium orthoceras APP. wR. 142 

Fusarium poae (PH.) WR. 308 

Fusarium roseum LINK. 278 
Fusarium solani var. min. (MART.) APP. 

wR. 218 

Fusarium sp. 129 

Fusarium sp. : 398 

Isaria farinosa Dicks. 234 

Isaria sp. 720 

Isaria sp. 724 

Metarrhizium anisopliae (METCH.) SOR. 359 

— —— — — 427 

oa —_— — 424 

— — -- -- 53 

--- —- —_ — 88 

—_ oe — — 7440 

Mucor hiemalis wEum. 205 

Mucor racemosus FRES. 555 

Papularia sphaerosperma (PERS.) V. HOHN 360 

Penicillium expansum LINK. 412 

Penicillium granulatum BAIN 130 

22 me == 468 

ak — = 469 

Penicillium notatum WEST. 1314 

Penicillium oxalicum CUR. THOM. 422 

Rhizopus niger CiAG. HEW. 361 

Scopulariopsis brevicaulis BAIN 431 

ae ssi = — 217 


Streptomyces albus (Ros. DoR. emend. 


KRAIN. WAKS. HENR. 352 
Streptomyces albus (Ros. por. emend. 

KRAIN. WAKS. HENR. 335 
Trichothecium roseum LINK. 610 


HOTE ET LOCALITE 


Bombyx mori (Vidauban) 
Bombyx mori (Madagascar) 
Melolontha melolontha (Rouen) 
Forficula sp. (Oléron) 

Epeira sp. (St-Gall, Suisse) 
Bombyx mort (Ardéche) 
Melolontha melolontha (Rouen) 
Pyrausta nubialis (Bordeaux) 
Cetonia sp. (Iran) 

Sesamia cretica (Avignon) 
Thaumetopoea pityocampa (Versailles) 
Saissetia oleae (Alger) 

Atolopus sp. (Milano) 
Schistocerca sp. (Milano) 

Musca domestica (Lausanne) 
(Antibes) 
Stilpnotia salicis (Belgique) 
Geometridae sp. (Avignon) 
Bombyx mort (Alés) 

Pyrausta nubialis (Aix-en-Provence) 
Sesamia sp. (Bordeaux) 
Melolontha melolontha (Rouen) 
Hyphantria cunea (Yougoslavie) 
Sesamia nonagrioides (Bordeaux) 


Vesperus xatartt (Montpellier) 
Carpocapsa pomonella (Grenoble) 
Eulecanium corni (Colmar) 
Rhizotrogus solstitialis (Rouen) 
Hyphantria cunea (Yougoslavie)) 
Lymantria dispar (Yougoslavie) 
Pieris brassicae (Yougoslavie) 
Bombyx mori (Madagascar) 

— — ({Alés) 
Melolontha melolontha (Rouen) 
Forficula labidura (le Cannet) 
Oryctes nastcornis (Rouen) 
Vesperus xatarti (Marseille) 
Bombyx mori (Ales) 
Thaumetopoea processionea (Versailles) 
Melolontha melolontha (Colmar) 

— — (Rouen) 

Apis mellifica (Alfort) 
Helix nemoralis (Lyon) 
Deilephila euphorbiae (Séte) 
Vesperus sp. (Montpellier) 
Oryctes nasicornis (Paris) 
Musca sp. (Madagascar) 
Formica sp. (Adiopodoumé) 


Apis mellifica (Alfort) 


~ Melolontha melolontha (Nimes) 


Bombyx mori (Ales) 
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DATE 


1953 
1953 
1952 
1951 
1953 
1957 
1951 
1952 
1955 
1954 
1955 
1955 
1954 
1954 
1953 
1957 
1958 
1954 
1954 
1954 
1955 
1951 
1953 
1952 


1952 
1951 
1955 
1952 
1958 
1958 
1954 
1955 
1955 
1954 
1954 
1955 
1952 
1957 
1954 
1955 
1951 
1955 
1955 
1954 
1955 
1954 
1955 
1952 


1954 


41954 
1957 
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Virus 
ESPECE N° SOUCHE HOTE ET LOCALITE 
Bergoldiavirus kovacevict 723 Hyphantria cunea (Yougoslavie) 
Bergoldiavirus pier 512 Pieris brassicae (Avignon) 
Borrelinavirus 465 Galleria mellonella (Uzés) 
Borrelinagvirus 344 Brachionyca sphinx 
Borrelinavirus 418 Euproctis chrysorrhea (Crose) 
Borrelinavirus 429 Saturnia pavonia (Versailles) 
Borrelinagvirus 432 Tineola biselliella (Zurich) 
Borrelinavirus 559 = == (Delft) 
Borrelinavirus 440 Tinea columbariella (Zurich) 
Borrelinavirus 476 Galleria mellonella (Cardet) 
Borrelinavirus anthereae 618 Antherea pernyi (Pologne) 
Borrelinavirus plusiae 258 Plusia gamma (Versailles) 
Borrelinavirus (grasserie) 483 Theophila mandarina (Japon) 
Borrelinavirus (grasserie) 348 Theophila mandarina (Alés) 
Borrelinavirus bombycis (grasserie) 502 Bombyx mori (St-Jean-du-Gard) 
_ — — 504 — — (Madagascar) 
=e a == 282 == — (Valence) 
_ — ay 331 — — (Téhéran, Iran) 
= — — 262 — — (Lahore, Pakistan) 
= a = 329 = —  (Szekszard, Hongrie) 
/ = = = 365 —  — (Padova, Italie) 
: oa = — 546 _— — (Panchevo, Yougosla-_ 
vie) we 
= == = 268 ‘ (Alés) — 
Borrelinavirus reprimens (Wilt disease) 89 Porthdéete “abae (Suisse) _ 
Smithiavirus 322 Euxoa segetum (Pont-de-la-Maye) 
Smithiavirus 481 dpaunctapose pityocampa ranean 
Smithiavirus 343 pee (Versailles) _ 
Smithiavirus + 263 as FP Gler 
as Pepe titan 818 set eee — — (Somm : 
S ithiavirus ail BE) 5 Pegs ¥ ime ‘Arctia caja we snp 4) 
a Smithiavi conta) rim mghmngs fies 
” Smithiavirus pieris as Pieris ini fo 
: Smithiavirus hyp niviae Mp aS 
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Stamme insektenpathogener Pilze 
im Institut fiir biologische Schadlingsbekampfung der Biologischen Bundesanstalt 
fiir Land- und Forstwirtschaft, Darmstadt. 


VON 


E. MiLtier-K6OGLER 


Nachstehende Stamme wurden 1958 dem Centre de Collection de Types 
microbiens in Lausanne gemeldet. Sie wurden vom verfasser isoliert und 
determiniert. Hinter dem Artnamen ist die Bezeichnung angefiihrt, unter der 
die Stamme hier gefiihrt werden. 


ART N° STAMM WIRT ISOLIERT AM 
Beauveria bassiana (BALS.) VUILL. B.b.2 Carpocapsa pomonella u. 1-10-55 
— B.b.5 Pieris rapae (1.) 7- 3-56 
-- - B.b.6 Tipula paludosa MEIG. 25- 1-57 
as : B.b.7 Choristoneura murinana (HBN.) 24- 4-57 
Beauveria tenella (DELACR.) SIEM. B.t.1 Melolontha sp. (Larve) 12-12-55 
B.t.4 Pristiphora abietina CHRIST. 26-11-56 
B.t.5 Melolontha sp. (Imago) 18-11-57 
B.t.6 Melolontha sp. (Larve) 10-12-57 
Empusa aulicae REICH. (E.aul.) Euproctis chrysorrhoea (t.) 6- 6-56 
Metarrhizium anisopliae (METSCH.) 
SOROK. M.a.13 Melolontha sp. (Larve) 15- 7-58 
Metarrhizium anisopliae (METSCH.) 
SOROK. M.a.44 Phyllodromia germanica \. 10-10-58 
Spicaria farinosa (FR.) VUILL. Sp.f.l. Carpocapsa pomonella u. 4-10-55 
Spicaria farinosa (FR.) VUILL. Sp.f.2 Aporia crataegi 1. 29-10-55 
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SOMMAIRE 


Informations concernant la C.I.L.B. 


Session du Bureau exécutif (Belgrade, 29 juin 1959), p. 291. — Conférence inter- 
nationale sur la lutte biologique contre Hyphantria cunea vr. (Belgrade, 
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Ceratitis », p. 295; groupe de travail « Défoliateurs forestiers méditerranéens », 
p. 296. 
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A. P. Artnur & H. G. Wyte : Effects of host size on sex ratio, development 
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p. 297. — MANFRED MacKkavueEr : Trioxys similis n. sp. (Hymenoptera: Braco- 
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INFORMATIONS CONCERNANT LA C.LL.B. 


SESSION DU BUREAU EXECUTIF 
(BELGRADE, 29 JUIN 1959) 


En 1959, la session du Bureau exécutif de la C.I.L.B. a eu lieu 
a Belgrade (Yougoslavie) le 29 juin, apres la conférence internationale 
sur la lutte biologique contre Hyphantria cunea. 

Le compte rendu de la réunion qui s’est tenue a Geneve les 23 et 
24 février 1959 pour la constitution du groupe de travail sur la taxo- 
nomie des insectes entomophages et le fonctionnement du Centre 
d’identification de Genéve, a d’abord fait l’objet d’un large échange 
de vues. Les conclusions de cette réunion ont été approuvées par le 
Bureau exécutif : le professeur Bovey, de Ziirich, a été chargé avec 
Vassistance de quelques entomologistes suisses, dont M. BrsucHET 
secrétaire du Centre d’identification de Geneve, d’élargir l’action de 
la C.LL.B. concernant Videntification des insectes entomophages et 
de préparer un colloque restreint dans le cadre de PU.LS.B., faisant 
suite & celui tenu & Stockholm en 1947. Ce colloque devrait avoir lieu 
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4 Munich quelques jours avant le congrés international d’entomologie 
de Vienne. 

Les résolutions des groupes de travail ont fait objet d’un examen 
approfondi dans le principal souci de favoriser le développement de 
la coopération internationale dans les recherches se rapportant aux 
insectes entomophages et aux micro-organismes entomopathogenes, 
ainsi que d’aboutir a des réalisations efficaces dans les applications 
de la lutte biologique. 

Les problemes de taxonomie seront développés en liaison avec 
le Centre d’identification des insectes entomophages ; une attention 
spéciale a été réservée aux problemes de quarantaine posés par les 
prospections extra-européennes. 

De nombreux groupes de travail consacrent une partie de leur 
activité a l’étude du parasitisme indigene a la fois pour en mieux 
connaitre la portée mais aussi pour contribuer a la connaissance de 
la biologie des parasites et faciliter le développement de laboratoires 
spécialisés dans la plupart des pays membres. 

Il a été rappelé qu’une priorité serait toujours donnée par le 
Centre d’identification, a l’étude des Insectes entomophages liés a un 
hédte bien connu et se rapportant de préférence aux préoccupations 
de l’un ou lautre des groupes de travail de la C.I.L.B. 

Par ailleurs, une coordination de plus en plus étroite est observée 
par les spécialistes de chacun des groupes de travail quelle que soit 
la périodicité des réunions. Des comptes rendus succincts de chaque 
réunion des groupes de travail sont publiés aussi régulierement que 
possible dans Entomophaga. Le compte-rendu se rapportant a la 
réunion consacrée & Hyphantria cunea est publié dans le présent 
numéro. 

D’ores et déja indiquons que le Bureau exécutif a chaleureusement 
approuvé les conclusions de cette conférence qui devraient permettre 
d’aboutir 4 des résultats appréciables dans la lutte biologique contre 
ce ravageur grace a la coopération européenne. 

Enfin, le Bureau exécutif a enregistré avec satisfaction de nouvelles 
propositions d’adhésion, en premier lieu celle des Pays-Bas et bientdt 
celles du Japon, de la Turquie, du Liban lorsque des unités spécialisées 
de lutte biologique auront été constituées dans ces pays. Les relations 
avec les grandes organisations internationales (F.A.O., O.E.P.P., etc.), 
ont été développées ainsi qu’avec plusieurs pays de l’est de l’Europe 
en ce qui concerne la documentation scientifique et les échanges de 
matériaux. 


P.'G. 
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CONFERENCE INTERNATIONALE 
SUR LA LUTTE BIOLOGIQUE CONTRE 


HYPHANTRIA CUNEA per. 
(Belgrade, 26 et 27 juin 1959) 


Le 11 juillet 1957, aprés accord convenu avec F.A.O. et O.E.P.P., 
la C.I.L.B. chargeait un groupe de travail spécialisé de lui présenter 
un programme d’étude et d’application sur la lutte biologique contre 
Hyphantria cunea DR. Ce programme (livret 58-2B) était adopté par 
le Bureau exécutif de la C.I.L.B. en octobre 1958 et soumis aux prin- 
cipaux gouvernements intéressés. La conférence des 26 et 27 juin 1959 
avait pour objet d’en discuter les propositions et d’en définir les moda- 
lités d’application. 

La conférence, a laquelle participaient plusieurs représentants 
de gouvernements, d’institus officiels et d’organisations internationales, 
a été ouverte par M. le Secrétaire d’Etat de l’Agriculture et des Foréts 
de la République populaire fédérative de Yougoslavie. 

Des communications scientifiques, dont on lira un résumé trés 
bref ci-dessous, ont été présentées par le docteur Tanié. 


D’importantes résolutions ont été prises par la conférence : 
— en adoptant un programme de mission aux U.S.A. ; 


— en insistant sur les conditions techniques de réussite en ce qui 
concerne la réception des parasites, la quarantaine et les études 
biologiques réalisées au laboratoire de lutte biologique de Beograd- 
Zemun ; 

— en prenant en considération les possibilités d’assistance technique 
offertes par les organisations internationales ; 

— en demandant une contribution financiere 4 tous les gouvernements 
intéressés. 


P. G. 


ACTIVITE DES GROUPES DE TRAVAIL DE LA C.LL.B. 


Groupe de travail « Hyphantria cunea » 


L’expérience acquise jusqu’a présent dans le travail pour la lutte 
biologique contre I’Kcaille fileuse a rendu nécessaires certaines modi- 
fications ou plutét une meilleure analyse et une connaissance plus 
détaillée des possibilités existant et des perspectives de cette action. 
Les résultats de ces études préliminaires ont déja été publiés par la 
C.I.L.B. Il est incontestable que la formation d’un groupe de travail 
pour la lutte biologique contre l’Ecaille fileuse, dans le cadre de la 
C.I.L.B., a donné une nouvelle impulsion, si bien que l’on peut déja 
entrevoir de meilleures perspectives pour le travail ultérieur. 

Grace a lDactivité du docteur BsEGovic qui en 1958 a passé 
six mois aux Etats-Unis, a la fin de cette méme année les premiers 
envois de parasites de I’Kcaille fileuse ont été recus de ce pays. Une 
partie de ces parasites a été élevée jusqu’a lobtention des imagos 
qui ont été lachés dans de nouvelles localités, tandis que l’autre partie 
(cocons en diapause) a été conservée jusqu’au printemps de 1959 
(M. ampelus wx.) (Achetoneura sp.). A part cela, grace au docteur 
Srmmonpbs, directeur du Commonwealth Institute pour la lutte biolo- 
gique, au cours de l’automne 1958, nous avons recu un certain nombre 
de cocons de M. ampelus WLK. du Canada méridional. Dans les deux 
cas, ces envois de parasites de l’Ecaille fileuse ont été organisés sur 
la base de réciprocité, c’est-a-dire que pour les insectes entomophages 
recus des U.S.A. et du Canada, il sera envoyé de Yougoslavie les 
insectes entomophages intéressants pour les entomologistes de ces 
deux pays. C’est ainsi qu’au cours du mois de mai dernier il a déja 
été expédié de Yougoslavie aux Etats-Unis, deux envois de parasites 
Sitona sp. et Hypera sp. 

Les cocons de M. ampelus wiK. ont bien hiverné, et au cours des 
éclosions au printemps de 1959, certaines différences ont été constatées 
entre le comportement des Tachinaires provenant du Canada et celui 
de ces parasites provenant des U.S.A. Ces parasites ont été employés 
pour l’élevage en masse sur les chenilles de Malacosoma neustria L. 

Ce nouvel héte européen de M. ampelus w1x., s’il ne survient 
pas de changements dans son comportement dans la nature, per- 
mettra de résoudre le probleme de l’asynchronisation de l’apparition 
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de M. ampelus wx. et des chenilles de l’EKecaille fileuse, propres & étre 
parasitées. Cependant, ici encore, il faut prévoir des recherches 
détaillées sur le développement de la larve de cette Tachinaire, car 
on peut y entrevoir une certaine spécificité quant au processus méme 
d’adaptation de M. ampelus w1x. a la chenille de Malacosoma neustria L. 

Parallelement a ces recherches au laboratoire, un travail systé- 
matique sera organisé pour l’acclimatation de ce parasite, mais cette 
fois sur de nouveaux terrains ot l’Keaille fileuse est répandue et ou 
est aussi apparue l’année derniére Malacosoma neustria . 

Les détails du programme ultérieur et du financement du travail 
pour cette action, sont donnés dans la publication de la C.I.L.B. 


Docteur M. Tapic. 


Groupe de travail « Dacus-Ceratitis » 
(Antibes 20 et 25 avril 1959) 


Le groupe de travail a d’abord pris acte des progrés acquis dans la 
connaissance de la biologie de Opius concolor et dans les techniques 
d’élevage permanent de ce parasite. Une unité de production expé- 
rimentale est en cours de constitution a Avignon (France). 

Le groupe a constaté une nouvelle fois que les méthodes modernes 
de lutte biologique nécessitaient Vobtention d’élevages permanents 
d’hotes, ce qui n’est pas encore réalisé en ce qui concerne Dacus oleae. 

Par contre l’élevage permanent de Ceratitis capitata offre toutes 
Ies possibilités d’entreprendre immédiatement les études biologiques 
et écologiques sur les parasites ; celles-ci pourraient étre développées 
simultanément au Maroc et en Algérie. 

Le Centro Nazionale di Lotta Biologica de Portici (Italie) pour- 
suivra |’étude faunistique et biologique des parasites méditerranéens 
de Dacus oleae ; cependant qu’un programme de prospection dans 
les régions extra-méditerranéennes sera développé a la suite des pre- 
miéres récoltes effectuées en 1959 par M. le professeur VAYSSIERE, 
puis par M. Bruneau DE Miré en Afrique centrale. 

Mais le développement de ce programme nécessite a la fois une 
coopération active avec le Groupe d’Identification des Insectes Ento- 
mophages ainsi que |’établissement d’un service circaméditerranéen 
de quarantaine & Antibes (France) destiné a recevoir, trier et controler 
les échantillons adressés par les propspecteurs avant leur identification 
ou leur utilisation par tout autre laboratoire participant aux études 
écologiques. pe a 

D’autre part, le groupe de travail maintiendra une étroite liaison 
avec la F.A.O. ainsi qu’avec toutes les organisations intéressées, 
notamment avec la Fédération Internationale d’Oléiculture. 
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Groupe de travail « Défoliateurs forestiers méditerranéens » 
(Lisbonne, 3 et 6 juin 1959) 


Cette deuxiéme session s’est tenue sous la présidence officielle de 
Son Excellence M. le Secrétaire d’Etat A lAgriculture du Portugal. 
Elle a éssentiellement jeté les bases d’un élargissement de son activité 
du fait méme d’une large représentation (Espagne, France, Italie, 
Portugal, Turquie, Yougoslavie) et de la présence d’un délégué alle- 
mand également membre du groupe de Dynamique des Populations 
de V’I.U.F.R.O. (International Union of Forest Research Organisations). 

L’accent a d’abord été mis sur l’intérét d’évaluer expérimenta- 
lement les dommages causés 4 l’économie forestiere par les défoliateurs. 
Puis les études relatives & chaque probleme particulier ont été placées 
dans un cadre d’ensemble tracé par M. Biviottr (Antibes) chargé 
de la direction du groupe. En particulier le développement simultané 
des études biocoenotiques et de l’expérimentation de diverses méthodes 
de lutte biologique nécessite une collaboration plus étroite avec les 
entomologistes taxonomistes et pathologistes. 

C’est ainsi que les études conduites principalement en France 
sur Thaumetopoea pityocampa peuvent laisser envisager des résultats 
prometteurs. 

La méme maniere doit étre appliquée par la section chargée des 
études sur le Biome des peuplements de Quercus méditerranéens 
(avec une attention spéciale aux probleémes de Lymantria dispar et 
de Tortrix viridana) et dont le patronage scientifique est confié au 
professeur CEBALLOS (Madrid). 

Enfin apres avoir félicité le professeur Pavan des résultats qu’il 
a obtenus en Italie, le groupe de travail propose de lui confier A Pavie 
la constitution d’un Centre International pour I’étude des espéces du 
groupe Formica rufa. 


MEMOIRES ORIGINAUX 


EFFECTS OF HOST SIZE ON SEX RATIO, DEVELOPMENT TIME 
AND SIZE OF PIMPLA TURIONELLAE (.) 
(HYMENOPTERA : ICHNEUMONIDAE) 


BY, 


A.P. ArTHUR and H.G. WytteE (*) 


Pimpla turionellae (u.) (= examinator F.) is a pupal parasite of 
many species of Lepidoptera. During propagation of this species 
for release in Canada against the European pine shoot moth, Rhyacionia 
buoliana (SCHIFF.), and the spruce budworm, Choristoneura fumiferana 
(cLEM.), data were obtained on the influence of the size of the host 
pupae on sex ratio, development time, and size of the adults. 


Material and Methods 


Mated females of P. turionellae that had been reared in the labo- 
ratory on a number of medium-sized hosts were placed singly in cages 
that measured 4 xX 4 x 2 1/2 inches. They were fed daily a 10 per 
cent solution of honey and sprayed twice daily with tap water. Pupae 
of different hosts were introduced into the cage and each was removed 
as soon as the parasite had laid one egg on it. The hosts were then 
weighed, placed singly in glass vials, and incubated at 22-24 °C. 
and 60 + 5 per cent relative humidity. Weight was used as a measure 
of host size because of differences in shape between moth and butterfly 
pupae. When the parasites emerged they and the host remains were 
weighed separately. As this species is arrhenotokous, only data from 
females that produced both males and females were used. Pupae 
that did not produce parasites were dissected. 

Nine species of lepidopterous hosts were used. Anagasta kiihniella 
(zELL.) and Galleria mellonella (u.) (Pyralidae) were taken from labo- 


(*) Contribution N° 3783, Entomology Division, Science Service, Department 
of Agriculture, Ottawa, Canada. 
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ratory cultures. The following were collected in the field in the larval 
stage and reared to pupae in the laboratory: Pyrausta nubilalis (HBN.) 
(Pyralidae), Rhyacionia buoliana (SCHIFF.) (Olethreutidae), Pvreris 
rapae (u.) (Pieridae), Trichoplusia ni (HBN.) (Noctuidae), Malacosoma 
americanum (£.) (Lasiocampidae), A glais milberti LATR. (N ymphalidae) 
and Danaus plexippus u. (Danaidae). 


Results 


Table I shows that the sex ratio of P. turionellae was influenced 
by the size of the host on which it developed. Only male parasites 
emerged from the small host pupae of A. kiihniella, approximately 
equal numbers of males and females from the medium-sized hosts 
(P. nubilalis, G. mellonella, P. rapae, and T. ni), and a high percentage 
of females from the large hosts (A. milberti, M. americanum and 
D. plexippus). From hosts weighing more than 0.25 gm. the percentage 
of females of P. turionellae did not increase even though the host 
size was increased as much as four times. 


TABLE I 


Sex ratios, development times, and weights of P. turionellae 
when reared on species varying in weight 


Average Parasites Average Average Average 
' weight obtained development weight parasite 
Host species of host pupae time, of food weight 
(gm.) days gm.* gm. 
producing Total 
males 


males females males females % males females males females males females 


Anagasta kithniella 0.018 — 13 0 100 18 — 0.016 — 0.004 — 
Rhyacionia buoliana 0.034 0.044 7 4 64 16 20 0.030 0.036 0.012 0.016 
Pyrausta nubilalis. 0.086 04100 64 35 64 TF 419 0.074 0.082 0.018 0.029 
Galleria mellonella. 9.113 0.414 65 84 44 419 21 0.091 0.094 0.022 0.030 
Pieris rapae ..... 0,152 0.162 48 18 42 20 20 0.133 0.186 0.02% 0,027 
Trichoplusia ni... 0.214 0.224 25 20 56 17 20 0176 0.183 0.024 0.043 
Aglais milberti ... 0.254 0.255 3 14 18 19 22 0.228 0.224 0.031 0.040 
Malacosoma ameri- : 
CANUNB RE» at: Bits 0.402 0.287 18 51 26 20 22 0.244 0.287 0.029 0.044 


Danaus plexippus 1.010 1.099 6 18 25. 22 26 «0.615 0.851 0.036 0.076 


(*) Weight of parasitized pupa minus weight of empty pupal case. 


__In general the development time was longer in the largest than 
in the small and medium-sized hosts. 
The weight of the parasites increased with that of the hosts. 


The heaviest males were approximately nine times as heavy as the 
lightest. 
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TABLE II 


Sex ratio of P. turionellae according to weight of host 


WEIGHT OF HOST GM. PARASITES OBTAINED 
Males Females Males 
(a) 
GS VANES 2. tO 9 See a eg 23 a 88 
RP GUE ise ne SRR Ce co Re ci ac Al) 31 56 
SOs d Le eae Mee Re oer ee ee 51 52 50 
RTS OS oF Pacegtt get re oe ccs a, 26 35 43 
I RS eo ee Se ae eens 26 25 Syl 
AE MUO RO eee CoC oR eee banca toe 28 44 
URLS UE Se ae ee eae Sette PES 28 22 
0.28-0.55 g 24 Di, 
CLGOSIey tees eee eck: Sop eteent ees 6 18 oN 
Discussion 


As in the present investigation, CLAUSEN (1939) reported that in 
many cases a higher percentage of female parasites matured on larger 
than on smaller hosts. CHEWyREUY (1913), who studied several 
species of the arrhenotokous genus Pimpla that parasitize lepidopterous 
pupae, suggested that the female parasites regulated the sex of their 
offspring by controlling fertilization of the eggs before oviposition, 
and that they laid significantly more fertilized eggs on large hosts than 
on smaller ones. This theory was supported by BRuNSoN (1938), who 
recorded that relatively more female progeny of Tiphia popilliavora 
ROH. (Hymenoptera : Scoliidae) were laid on third-instar larvae of the 
Japanese beetle, Popillia japonica NEwM., than on smaller, second- 
instar larvae. As only fertilized eggs produce females in arrhenoto- 
kous Hymenoptera, control of the sperm fertilizing the eggs as they 
pass down the oviduct and vagina would control sex. FLANDERS (1939) 
stated that stimulation of the spermatheca during oviposition by this 
group appears to be largely externally induced. He assumed that the 
ovipositing female is stimulated to a greater extent by a preferred host 
than by an unpreferred one; hence the spermatheca is stimulated to 
release sperm when eggs are being deposited in the former, so that 
female progeny are produced. Lack of this stimulation during ovipo- 
sition on unpreferred hosts would result in the production of males. 
Large hosts presumably being preferred to small ones, this theory 
may partially explain the observed results, but it fails to explain why 
progeny with a sex ratio of approximately 1: 1 are obtained on medium- 
sized hosts. 

Berry (1939) noted, during mass propagation of P. turionellae 
(= Ephialtes turionellae u.) for release, that relatively more 
females were produced from large hosts and relatively more males from 
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small hosts. He tried to link these results to the size of the female 
parent, but conducted no controlled experiments to demonstrate this 
point. The present result shows that size of the parasite female is 
not the only factor that affects the sex ratio of the progeny, because a 
large percentage of the parent females used had been reared from 
medium-sized hosts (P. nubilalis and G. mellonella) and were of similar 
size. However, it is possible that, in nature, parasite size might 
influence the sex ratio of the progeny indirectly if, for example, large 
females preferred the large host species on which they had developed, 
or, as observed by Sat (1940) with Trichogramma evanescens WESTW., 
if they rejected small host specimens that were readily parasitized by 
smaller females of the same species. 


JAcKSON (1937) concluded that, because males of P. turionellae 
were usually smaller than females, there was a differential mortality 
between the sexes : more males died in large hosts because they were 
unable to consume all the tissues before the latter decomposed and 
killed them, whereas more females died in the small hosts because there 
was insufficient food. This theory did not explain why JAcKSON 
observed a large number of dead immature parasites in P. rapae, 
a medium-sized host. The present results do not support the theory 
of differential mortality. Two dead female parasite pupae were 
dissected from a large host (D. plexippus) and dead immature parasites 
were also found in P. rapae. It is concluded that the hosts containing 
dead parasites were not suitable for parasite development because 
they were too near the adult stage before parasite oviposition had 
occurred. 

The reason why large hosts prolonged the parasite development 
period was not investigated. Sarr (1940) recorded that maturation 
of T. evanescens was delayed in both a small host (Sitotroga cerealella 
ouiv.) and a large one (A grotis c-nigrum L.) as compared with a third 
of medium size (A. kiihniella), and suggested that the last species 
contained approximately the optimum quantity of food for the imma- 
ture parasites, and therefore favoured rapid parasite development. 
In the present study both G. mellonella and P. rapae occasionally 
retarded parasite development. If the pupae of P. rapae entered 
diapause, this may have delayed maturation of the parasites; SALT 
(1940) recorded a similar retardation in development of 7. evanescens 
on G. mellonella. 

The direct relation between the size of the host and the size of 
both sexes of the parasite that develops on it has previously been 
observed with P. turionellae (= Pimpla examinator ¥.) by Jackson 
(1937), and by other investigators with various parasite and host 
species. The reason larger parasites develop on large rather than 
small host species may, in some cases, be associated with nutritional 
differences between the hosts, but is related primarily to the quantity 


EFFECTS OF HOST SIZE ON Pimpla turionellae (t.) 301 


of food available for the parasites. The latter was shown by SALT 
(1940), who recorded a direct relation between size of 7’. evanescens 
and that of the host (8. cerealella) on which it had developed. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Das Geschlechter-Verhiltnis von Pimpla turionellae (u.) (Hymenoptera : 
Ichneumonidae) — einem Parasiten vieler Lepidopteren-puppen — hangt von der 
Grésse des Wirtes ab, in welchem der Parasit sich entwickelt. In einem kleinen 
Wirt, wie Anagasta kiihniella (ZEwL.) (Pyralidae), entwickeln sich nur die Mannchen. 
In einem mittelgrossen Wirt, wie Pyrausta nubilalis (HBN.), Galleria mellonella (1.) 
(Pyralidae), Pieris rapae (u.) (Pieridae), und Trichoplusia ni (aBn.) (Noctuidae), 
entstehen Weibchen und Mannchen in gleicher Zahl. In grossen Puppen von 
Aglais milberti Larr. (Nymphalidae), Malacosoma americanum (¥.) (Lasiocampidae) 
und Danaus plexippus L. (Danaidae) entwickeln sich mehr Weibchen. Im allge- 
meinen dauerte die Entwicklung in grésseren Puppen viel langer als in kleinen. Das 
Gewicht des Parasiten nimmt zu mit dem Gewicht des Wirtes Die schwersten 
Mannchen wiegen ungefahr neun Mal mehr als die leichtesten. 
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TRIOXYS SIMILIS n. sp. (HYM. BRACONIDAE, APHIDIINAE), 
EINE NEUE BLATTLAUS-SCHLUPFWESPE AUS FRANKREICH 


Nebst einigen biocénologischen und nomenklatorischen Bemerkungen (*) 
VON 


MANFRED MACKAUER 


Eine mir kiirzlich von Herrn Dr. C. F. W. Mursezeck, U. S. Natio- 
nal Museum, Washington D. C., freundlicherweise zugeschickte Sendung 
europaischer Blattlaus-Schlupfwespen (Hymenoptera : Braconidae, 
Aphidiinae) enthielt eine gréssere Serie einer noch unbekannten Spezies 
der Gattung Triorys Hatipay 1833. Die vorliegenden Exemplare 
stammen aus Malmaison/Frankreich und wurden aus auf Prunus 
persica STOKES lebenden Blattlausen geziichtet. Eine eindeutige 
Wirtsangabe liegt nicht vor, jedoch vermutet MUESEBECK (in Iitt.), 
dass es sich bei der als Wirtsblattlaus genannten « peach aphis » um 
Myzus persicae (SULZER 1776) handelt. Da diese Art als Vektor 
zahlreicher Pflanzenvirosen von grosster wirtschaftlicher Bedeutung 
ist, aber auch die meisten anderen der auf Pfirsich lebenden Aphiden 
zu Massenvermehrungen neigen und dann schwere Schaden anrichten, 
sei die neue Triowys-Art der weiteren Aufmerksamkeit empfohlen; 
insbesondere erscheint es wiinschenswert, naihere Angaben tiber ihre 
Verbreitung und Wirtsbindung (« host specifity ») zu erhalten. 

In die Beschreibung schliesse ich zwei weitere Exemplare ein, 
die ich durch das Entgegenkommen von Herrn Dr. Ch. FERRIERE 
aus der Sammlung des Museum d’Histoire naturelle, Geneve, zur 
Untersuchung erhielt; auch fiir diese, in Serbien gesammelten Tiere, 
kénnen keine genauen Wirtsangaben gemacht werden. 


Trioxys (Trioxys) similis n. sp. 


Nach der Bestimmungstabelle fiir die mittel-, west- und nordeuro- 
paischen Arten der Gattung Triovys Hauipay (vel. MACKAUER 1959) 
fiihren die vorliegenden Exemplare zu Triowys rietscheli MACKAUER 


(*) 4. Beitrag zur Kenntnis der palaearktischen A phidiinae. 
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1959. Die neue Art unterscheidet sich von dieser durch den auf der 
Oberseite glatten und bis zu den sekundiren Héckerchen gleichmassig 
verbreiterten Petiolus und durch die in der Regel dichter behaarten 
Abdominalanhiinge im weiblichen Geschlecht. Bei rietscheli und der 
Nachbarart urticae MACKAUER 1959 ist der Mittelteil des 1. Abdomi- 
nalsegmentes in beiden Geschlechtern nahezu parallelseitig und nicht 
nach hinten verbreitert. 


BESCHREIBUNG : 2 — Kopf kastanienbraun bis schwarz, glanzend, 
deutlich breiter als der Thorax. Augenrander, Hinterhaupt und Schei- 
tel mit einzelnen Haaren besetzt. Augen schwach aus der Wélbung 
des Kopfes hervortretend, kurz behaart. Clypeus braun, dicht 
beborstet. Mandibeln und Palpen gelblich weiss. 

Fihler 11-gliedrig, etwa so lang wie Kopf, Thorax und Petiolus 
zusammen. Segment 1-3 gelblich braun, Segment 4 nur auf der 
Unterseite heller, alle folgenden dunkler braun bis braun-schwarz. 
Das Endglied ist ungefahr doppelt so lang und deutlich dicker als das 
vorhergehende Segment. 

Thorax einfarbig kastanienbraun, glanzend. Mesonotum nur 
vorn mit deutlichen Parapsidalfurchen, vom Scutellum durch eine 
tiefe, glatte Antescutellargrube getrennt. Scutellum flach gewolbt, glatt, 
an den Seiten schwach gerandet und mit einzelnen langen Haaren 
besetzt. Metathorax (Mediansegment) mit einer deutlichen, unten 
offenen Area centralis, von welcher nach oben und aussen kleinere 
Langsrunzeln ausgehen. 

Fliigel weisslich hyalin, Adern und Stigma leicht braunlich. 

Abdomen kastanienbraun, glainzend. Petiolus gelblich braun, 
der hintere Rand gelb; Oberseite flach gewdélbt, glatt, in der vorderen 
Halfte mit einem erhabenen Wulst in der Mitte, der nur manchmal 
durch einen schwach ausgepragten Mittelkiel ersetzt ist; die wenig 
hervortretenden Stigmen liegen etwas vor der Mitte des Segmentes, 
von hier bis zu den sekundiaren Héckerchen deutlich verbreitert; 
Petiolus-Breite an den Stigmen geringer als der Abstand zwischen 
primaren und sekundiiren Héckerchen (Fig. 1). Vorderrand von 
Segment 2 gelblich braun, die restlichen Segmente kastanienbraun. 
Abdominalanhinge und Valvulae heller oder dunkler braun; Basalteil 
der Valvulae allmiahlich in den distalen Abschnitt tibergehend; Abdo- 
minalanhange zur Spitze leicht aufgebogen, auf der Oberseite mit 
5-6 Haaren und 2 einfach zugespitzten Enddornen, in der Regel 
ringsum dichter behaart (Fig. 3 a, b). 

Beine gelblich braun; Schenkel und Schienen der beiden letzten 
Beinpaare und die Tarsalspitzen kastanienbraun. 


Grésse : 1,5-1,8 mm; Fihlerlange : 0,8-0,9 mm. 
gd — in der Farbung dem Weibchen entsprechend, jedoch etwas | 
dunkler. Fiihler 13-gliedrig, etwa bis zur Abdomenmitte reichend; 
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Fie. 1-3 : Trioxys (Trioxys) similis n. sp. : Petiolus des Weibchens (1), 
Petiolus des Mannchens (2), Abdominalanhang (3 a) und Valvula (8 b) des Weib- 
chens. 


des Endglied weder langer noch dicker als das vorhergehende Fiihler- 
segment. Metathorax lang behaart und mit einer unten offenen Area 
centralis. Petiolus gelblich braun, in der Mitte dunkler; Oberseite 
flach gew6lbt, glanzend; die sekundaren Hockerchen deutlich hervor- 
stehend, dahinter eingeschniirt und mit parallelen Seiten; der Abstand 
zwischen priméren und sekundéren Héckerchen ist merklich geringer 
als die Petiolus-Breite an den Stigmen (Fig. 2). 
Grosse : 1,2-1,6 mm; Fiihlerlange : 0,9-1,3 mm. 
Ho.otypus : 9, Rueil-Malmaison, Frankreich, 27.V1I.1952, leg. 
H. L. Parxer. — U. S. Nat. Mus., Washington, Nr. 64.654. 


AtLotypus :  (gleicher Fundort und Datum). — U. S. Nat. Mus. 
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PARATYPOIDE : 12 99, 9 $d (gleicher Fundort und Datum). — U.S. Nat. 
Mus. und Coll. Mackauer. 

Locus rypicus : Rueil-Malmaison, Frankreich. 

Has. Tye. : « peach aphis » (?Myzus persicae (SULZER 1776), It. MUE- 
SEBECK, in litt.). 

VERBREITUNG : Frankreich, Serbien. 

MarertAz : 6 99, 6 3g, Rueil-Malmaison, 27.V1.1952, ex « peach aphis », leg. H. L. 
ParKER (5371-52-9978). — U.S.Nat.Mus. und Coll. Mackauer. 

6 992, 8 dg, Rueil-Malmaison, 27.VI.1952, ex « peach aphis », leg. H. L. PARKER 
(5384-52-9978). U.S.Nat.Mus. und Coll. Mackauer. 

1 9, 1 3, Belgrad, Serbien, ex « pucerons », leg. VouKassovitcu. — Coll. Ferriére, 
Mus. Geneve. 


Die neue Spezies Trioxys similis n. sp. ist nach der Form des 
Petiolus und des weiblichen Genitalapparates in die Artengruppe um 
Trioxys angelicae (HALIDAY 1833) einzuordnen. Es gehéren weiter 
hierher die Arten Triowys rietscheli MACKAUER 1959 und_ urticae 
MACKAUER 1959, sowie die von QuILIS PEREZ (1931) beschriebenen 
spanischen Arten Triovys fumariae und granatensis. Inwieweit auch 
Trioxys boscai QuUILIS 1931 und die amerikanische Art Trioxys caroli- 
nensis SMITH 1944 hier angeschlossen werden k6énnen, bleibt vorerst 
noch fraglich. 

Von den genannten Arten ist Trioxys angelicae HAL. ein spezifischer 
Parasit der « schwarzen Blattlaiuse »; ich habe diese Spezies aus zahl- 
reichen Kolonien von Aphis fabae scop. 1763 s. s. und s. l., Aphis 
hederae KALT, 1848, Aphis sambuci L. 1758, aber auch aus Aphis pomi 
DE GEER 1773 (*) (vgl. MackavuER 1959) erhalten. Demgegeniiber 
stammt die typische Serie von Triorys rietscheli MACKAUER aus einer 
Kolonie von Aphis nasturtii KALT. 1843, konnte weiter aber auch aus 
Populationen von Aphis farinosa GMELIN 1790 und Aphis urticata 
GMELIN 1788 geziichtet werden. Diese letzteren Exemplare weichen 
morphologisch im Bau des Petiolus geringfiigig von typischen Stiicken 
ab, jedoch ohne dass dadurch eine Abgrenzung berechtigt erscheint. 
Da auch Triowys boscai QUILIS (aus « schwarzen Blattliusen » auf Anthyl- 
lis cytisoides u.) und Trioxys carolinensis smitH (aus Aphis sp.) den 
gleichen Wirtskreis besitzen, kénnen hieraus gewisse Folgerungen 
beziiglich der phylogenetischen Differenzierung einzelner Arten und 
ihrer fortschreitenden Spezialisierung auf bestimmte Wirtsblattlause 
gezogen werden. Inwieweit fiir die Blattlaus-Parasiten der gleiche 
Entwicklungsgang zutrifft, den B6RNER (1939) und MULLER (1957) 
fir ihre Wirte annehmen, d. h. eine Entstehung monophager Arten 
durch eine fortlaufende Spezialisierung aus urspriinglich polyphagen 


_ (*) Die aus Aphis pomi pr GEER gezogenen Parasiten wurden als eigene Art 
Trioxys placidus Gautier 1922 beschrieben, sind morphologisch aber in keiner Weise 
von Trioxys angelicae (wA.) zu unterscheiden. 
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Stammformen, bleibt vorlaufig noch dahingestellt. Eine strenge Mono- 
phagie konnte bei parasitischen Hymenopteren nur in relativ wenigen 
Fallen nachgewiesen werden und diirfte im grossen ganzen auch wenig 
« zweckmassig » sein. Entgegen den Angaben von FuLmeK (1957), 
der nicht weniger als 49 Aphidiinen als « Uniparasiten » aufzihlt, 
nehme ich an, dass die meisten Arten mehr oder weniger oligophag 
sind und sich ihr Wirtskreis primar auf eine kleine Zahl nahe verwandter 
Blattlaus-Arten und Gattungen erstreckt. 

Die Fassung des Artbegriffes allein nach morphologischen Kri- 
terien erweist sich bei Parasiten oft als unzureichend. Es ist eines der 
wichtigsten Probleme der biologischen Schidlingsbekampfung, nahere 
Aufschliisse tiber die Bedeutung und iiber die genetische Fixierung 
dkologischer Rassen zu erhalten. Diese Stéamme sind durch ihre 
spezifische Wirtsbindung oder « host preference » unterschieden und 
kénnen entweder tiberhaupt nicht oder nur durch mehr oder weniger 
lange Zucht-Passagen auf einen neuen, sogenannten Sekundarwirt 
ubertragen werden, wobei nicht selten ein Riickgang in der Fertilitat 
zu verzeichnen ist. Eine derartige bionomische Rasse ist mit grésster 
Wabhrscheinlichkeit Trioxys placidus GAUTIER, aber auch innerhalb 
der Artengruppe Triozys pallidus HAu., Praon volucre HAL. usw. sind 
verschiedene « host strains » zu vermuten. Es diirfte sich deshalb als 
wertvoll erweisen, auch in diesem Rahmen den Begriff von biono- 
mischer Rasse oder physiologischer Subspezies einzufiihren. Beide 
erlauben es, morphologisch nicht unterscheidbare Stamme einer Art 
aufgrund ihrer besonderen « host specifity » zu charakterisieren 
und abzugrenzen. Eine Erweiterung der Taxa wird dadurch nicht 
notwendig. Es wiirde vielmehr gentigen, die entsprechenden Angaben 
als nihere Erlauterungen zum Artnamen anzuhangen, wie es in der 
Mikrobiologie zur Unterscheidung der einzelnen Zuchtstamme seit 
langem iblich ist. 


* 
* 


Entsprechend den Internationalen Regeln der Zoologischen 
Nomenklatur (IRZN) andere ich folgende, durch objektive Homony- 
mie ungiiltige Namen um : 


Aphidius constrictus BeNoir 1955 = Aphidius benoiti n. n. 


Der Name constrictus ist innerhalb der Gattung Aphidius NEEs 1818 
vergeben, und zwar von NEES AB ESENBECK ( 1811) fiir die Art Bracon 
constrictus NEES (Berl. Mag., 5, 28, Taf. Il., Fig. 8), die er spater selbst 
in die Gattung Aphidius einreihte (Mon. Ichn. aff., 1, 20). Auf die 
gleiche Diagnose bezog sich Hatmpay (1834) bei der Beschreibung 
einer Aphidius-Art « Habitat in Aphidibus Aceris Pseudoplatant », Da 
sich die von Nees und Hatrpay gegebenen Beschreibungen auf zwei 
verschiedene Spezies bezieben, fiihrte Marsa. (1891) fiir das demnach 
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unbenannte Harrpay’sche Material den Namen Aphidius pseudo- 
platani MARSHALL ein. Aphidius constrictus NEES 1811 ist nomenkla- 
torisch valid, 4phidius constrictus BENOIT 1955 als objektives Homonym 
illegitim. Als Ersatznamen fiir die aus Belgisch Congo beschriebene 
Spezies schlage ich den Namen Aphidius benoiti n. n. vor. 


t Trioxys obscuriformis quits 1940 = t Trioxys fossilis n. n. 

Die IRZN gelten sowohl im Bereich der Palao- als auch der Neozoo- 
logie (R1cHTER 1948, p. 28). Aus diesem Grunde ist t Trioxys obscu- 
riformis QuILIs 1940 als objektives Homonym zu dem alteren Trioxys 
obscuriformis QUILIS 1931 ungiiltig. Ich schlage als neue Bezeichnung 
fiir die von Quitis PEREz (1940) beschriebene Art den Namen t T'rioxys 
fossilis n. n. vor. 


SUMMARY 


In the present paper the author describes the new species Trioxys (Trioxys) 
similis n. sp. (Hymenoptera: Braconidae, Aphidiinae), which has been reared in 
France from the peach aphid, presumably Myzus persicae (SULZER 1776). Consi- 
dering the fact that this aphid is a world wide distributed pest causing heavy 
damages by transmission of numerous plant viruses, attention is drawn to use 
this braconid parasite as a limiting factor in biological control. Trioxys similis 
n. sp. belongs to the group of species ‘‘ Trioxys angelicae (HAL. 1833) s. 1. ”’, the 
biology and taxonomy of which is briefly discussed. The existence of various strains 
of one parasite species, differing only in their host range or host preference is 
a major problem both of applied entomology and of insect taxonomy. It is 
suggested to name these morphologically indistinguishable forms according to 
terms used in microbiological nomenclature. 

Finally, the following names have been changed as being homonyms, and 
new names are proposed instead of them: Aphidius constrictus BENOIT 1955 = 
Aphidius benoiti n. n., t Triowys obscuriformis QuILIs 1940 = t Trioxys fossilis n. n. 
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SUR LE MODE D'INFECTION DE LA VIROSE INTESTINALE 
DE THAUMETOPOEA PITYOCAMPA scuirr. 


par 


CE Vacoru{*) 


Une maladie a virus décrite antérieurement (Vaco, 1958) est a 
Pheure actuelle employée en France pour les opérations de lutte biolo- 
gique a tres large échelle contre Thawmetopoea pityocampa scutFF. 
(Brt1oTTI, Grison, Vaco, 1956; Grison, Maury, Vaco, 1959). Celles-ci 
sont destinées 4 constituer non seulement un prototype de traitement 
avec une virose cytoplasmique mais également un foyer d’observations 
épizootiologiques et écologiques. 

Afin de pouvoir interpréter les résultats des observations dans ces 
domaines, il était du plus grand intérét de connaitre les modalités 
selon lesquelles se produit l’infection déclenchée par ces polyédres, 
probleme d’ailleurs tres peu éclairci méme en pathologie comparée. 

Il s’agissait de suivre le sort des corps d’inclusion provenant de 
larves mortes de la virose, a partir du moment ot une larve saine de 
Thaumetopoea les ingere. En faisant absorber par des chenilles au 
quatrieme Age une goutte de suspension tres concentrée de polyédres, 
nous avons retrouvé ces corps dans l’cesophage et méme dans la partie 
antérieure du méso-intestin pendant 5 a 8 minutes. Les prélevements 
plus tardifs ne révélent que de rares corps dans le méso-intestin anté- 
rieur et accidentellement ou pas du tout dans la partie postérieure, ce 
qui montre que le début de l’infection consiste en la perte rapide de 
Vintégrité des polyédres au cours de leur passage dans le tube digestif. 

Certains détails de ce processus apparaissent in vitro au contraste 
de phase si l’on met en contact sur une lame concave, des polyédres 
desséchés avec une goutte pendante de suc intestinal (Vaco, CRroIssaNnr, 
LEPINE, 1959). En effet, la disparition des polyédres consiste en une 
désintégration progressive nullement comparable aux éclatements que 
nous avons observés (VAGO, CROISsANT, 1959) dans le processus d’infec- 
tion avec virus intranucléaires. Le polyedre cytoplasmique parait 
acquérir une structure de moins en moins ferme, il s’étale et souvent 


(*) Avec la collaboration technique de Mile F. DeLanaye. 
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des fragments se détachent. Le processus se termine par la dissolution 
de ces fragments et par leur disparition dans l’hémolymphe. L’ensemble 
de ces transformations se déroule pendant des temps variant d’un 
polyédre 4 l’autre entre 5 4 20 minutes. 

Les transformations internes du corps d’inclusion ont été suivies 
au microscope électronique Philips en faisant agir du suc intestinal 
sur des polyédres déposés sur pellicules de formvar. Afin de saisir 
les phases intermédiaires de désagrégation, nous avons cherché dans 
certains cas & ralentir le processus par dilution du suc intestinal a Peau 
distillée. 

La forme polyédrique s’efface des le début de l’effet du sue et 
une structure spongieuse apparait (fig. 1). Celle-ci est due a la sensibilité 
hétérogéne vis-a-vis du suc, des éléments constituant le polyedre. Au 
cours de |’étalement lié 4 ce changement de structure de nombreux élé- 
ments plus ou moins arrondis se dégagent dans la masse (fig. 2, 3). Leurs 
dimensions sont tres variables, allant de 50 a 110 mu. 

La forme et les dimensions de la majorité de ces éléments cocci- 
formes (50-70 my) sont comparables & ce que l’on tend a considérer 
d’apres les essais d’infection et ’examen des corps purifiés comme les 
virus libérés des polyédres cytoplasmiques (SMITH, WyckoFFr, 1951; 
Birp, WAHLEN, 1954; SMITH, 1958; Vaco, CrRoIssSANT, LEPINE, 1959). 

Toutefois, il semble que leur séparation de la protéine du polyedre 
se produit difficilement, en tout cas moins nettement que dans le cas des 
polyedres intranucléaires (VAGo, CroIssantT, 1959) et qu’une désagré- 
gation progressive d’unités commen¢ant souvent par de grosses masses 
de plus de 150 my est 4 envisager. Un fractionnement plus poussé parait 
aussi se produire suggérant une nature composée des corpuscules car 
on retrouve des éléments libérés & dimensions tres réduites (env. 20 my) 
autour des fragments dissous. 

Au point de vue étude de la pathogenése, nous retenons avant tout 
comme conséquence de la désintégration des polyedres cytoplasmiques 
dans le tube digestif, apparition d’éléments semblables & ceux décelés 
a Vintérieur des cellules intestinales plusieurs jours aprés le déroulement 
du processus qui vient d’étre décrit. L’étude de cette deuxiéme phase 
de Vinfection sera relatée ailleurs. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Das erste Stadium der Darminfektion der Th. pityocampa-Raupen durch 
cytoplasmatische Polyeder wird in vitro studiert und der Abbau dieser Ein- 
schlusskérper in mehrere Stufen von Kokkenartigen Gebilden gezeigt. 
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Fic. 1, 2, 3. — Stades de désintégration des corps d’inclusion cytoplasmiques 
de Th. pityocampa dans le suc intestinal. 


(Micr. électr. Philips 1/14 000.) 
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IV 
(zusammengestellt von J. Franz) 


Im Rahmen der Arbeiten der Internationalen Kommission fiir 
Biologische Bekampfung (C.I.L.B.) wird hier die vierte Liste der Publi- 
kationen ver6ffentlicht, die sich mit den Grundlagen und der Anwendung 
der Methoden der biologischen Bekémpfung von Arthropoden und 
Unkrautern befassen. Diese Serie versucht, alle seit 1955 erschienenen 
Arbeiten zu erfassen (Teil I : Entomophaga, 1, 107-112, 1956; Teil IL: 
ibid. 2, 293-311, 1957; Teil III : ibid., 3, 333-364, 1958). 

Die Gruppierung der Arbeiten war im Vorwort zu Teil III erlau- 
tert worden und gilt, wie die tibrigen Bemerkungen auch fir diesen 
Teil. Die Transliteration kyrillischer Buchstaben erfolgt wieder nach 
dem international anerkannten kontinentalen System. Kritische 
Hinweise, Erganzungen und Separate sind weiterhin im Interesse einer 
standigen Verbesserung dieser Bibliographie erwiinscht (1). 


* 
* 


Herewith, the fourth list of references is published as part of the 
work of the C.I.L.B. dealing with fundamentals and application of 
biological control methods against arthropods and weeds. This series 
attempts to comprise all publications issued in and after 1955 (Part [: 
Entomophaga 1, 107-112, 1956; Part II : «wbid. 2, 298-311, 1957; 
Part III : ibid. 3, 333-364, 1958). 

The grouping of references has been explained in the preface of 
part III and applies also, as do the other remarks, to this part. ‘The 
transliteration of Cyrillic letters is again prepared in accordance with 


(1) Adresse des Verfassers : Dr. J. Franz, Institut fiir Biologische Schadlings- 
bekampfung, Darmstadt, Kranichsteiner Strasse 61. 
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the international accepted continental system. Criticism, supple- 
ments, and reprints will be appreciated in order to improve this biblio- 
graphy permanently (1). 


Dans le cadre des travaux de la Commission internationale de lutte 
biologique (C.I.L.B.), la quatriéme liste de publications concernant les 
bases et les applications des méthodes de lutte biologique contre 
les insectes et autres arthropodes et les mauvaises herbes est présentée 
ici. Cette série tente de rassembler tous les articles parus depuis 1955. 
(Partie I : Entomophaga, 1, 107-112, 1956; Partie II : zbid., 2, 293-311, 
1957; Partie III : ibid., 3, 333-364, 1958.) 


Le regroupement des travaux exposé dans la préface de la 
Partie III, est toujours en valeur; les autres remarques s’appliquent 
aussi pour cette partie. La transcription des caractéres cyrilliques est 
de nouveau faite en accord avec le systeme continental accepté inter- 


nationalement. Critiques, suppléments et tirés & part sont toujours 
désirés pour améliorer constamment cette bibliographie (1). 


4. ALLGEMEINE ARBEITEN UBER DAS GESAMTGEBIET 
14. TRAVAUX GENERAUX 
1. GENERAL PAPERS 


AnprewartHa, H. G. — 1959. Density-dependent factors in ecology. — Nature, 
183, 200. 
Bairp, A. B. — 1958. Biological control of insect and plant pests in Canada. — 


Proc. 10. Int. Congr. Ent. (Montreal 1956), 4, 483-485. 


Boertcer, C. R. — 1958. On biological pest control. — Proc. 10. Int. Congr. Ent. 
(Montreal 1956), 4, 875-878. 

1959. Gedanken zur biologischen Schadlingsbekampfung. — Ztschr. angew. 

Zool., 46, 1-9. 


Ciausen, C. P. — 1958. Biological control of insect pests. — Ann. Rev. Ent., 3, 291- 


— 1958. The biological control of insect pests in the continental United Sta- 
tes. — Proc. 10. Int. Congr. Ent. (Montreal 1956), 4, 443-447. 


Core, Lamonr C. — 1958. Population fluctuations. — Proc. 10. Int. Congr. Ent. 
(Montreal 1956), 2, 639-647. 


Cramer, H. H. — 1958. Uber den Begriff « Waldhygiene ». — Allg. Forstztschr., 
13 (22), 320-321. 


Davis, C. J. — 1958. Recent introductions for biological control in Hawaii III. — 
Proc. Ent. Soc. Hawaii, 16 (3), 356-358. 


Devuccut,V. L. — 1958. Biological control methods (Rearing and shipping methods). 
— Proc. 10. Int. Congr. Ent. (Montreal 1956), 4, 891-894. Hee i 


Q) Address of the author: Dr, J. Franz, Institut fiir Biologische Schadlings- 
bekampfung, Darmstadt, Kranichsteiner Strasse 61. 
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ZUR ISOLIERUNG UND KULTUR INSEKTENPATHOGENER 
ENTOMOPHTHORACEEN 


VON 


E. MULiLerR-KG6cGLeER (*) 


S. 271, 9. und 10. Zeile von oben muss es heissen : ...Miich-Agar, Milch- 
Hafermehl-Agar und Fleischextrakt-Pepton-Dotter-Agar... 


S. 273 : MacLeop statt McLEop. 


S. 262 : Anmerkung zu Zeile 4-6 von oben : Wahrend die Arbeit im 
Druck war, veréffentlichten Hatt und HaLFuitn (J. econ. 
Ent., 52, 30-35, 1959) ihre Versuche mit Dauersporen von 
Entomophthora virulenta HALL ET DUNN. Danach kénnen 
diese sofort zu 2-5 % innerhalb 4 Tagen auf Nahrbéden 
auskeimen. Durch chitinspaltende Bakterien wurde ihre 
Keimung nicht beeinflusst. 


S. 270: Anmerkung zu Zeile 20 von oben : HALL und HALFuIt (s. vors- 
tehende Anm.) konnten inzwischen feststellen, dass man 
ausgehend von bakterienverunreinigten Dauersporen von 
Entomophthora virulenta HALL ET DUNN saubere Pilz- 
kolonien erhalten kann auf einem Pepton-Glucose-Agar 
mit Bengalrosa und Streptomycin oder auf Sabouraud- 
Glucose-Agar mit Streptomycin. 


S. 272 : Anmerkung zu Summary : Herrn Dr. J. D. Briees, Wasco/ 
Kalifornien, danke ich sehr fiir kritische Durchsicht der 


engl. Zusammenfassung. 


(*) Le secrétariat de la Revue présente ses excuses a l’auteur pour les omissions 
qui se sont produites lors de l’impression et de la correction de cet article. 
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